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In recent years one of the most important trends in Analytical Chemistry has 
been the development of new analytical methodologies based on the 
miniaturization, simplification and automatization of the analytical process, in 
order to reduce the environmental impact of the analysis without compromising 
the sensitivity and selectivity. In this respect miniaturized liquid chromatography 
(LC) systems, such as capillary liquid chromatography (CapLC) and nanoliquid 
chromatography (NanoLC) are important achievements. These techniques are 
environmental friendly because the amount of material involved is limited and 
organic solvents, electricity and the wastes generated are lower than in 
conventional scale LC. In addition, CapLC and NanoLC provide an improvement of 
the sensitivity and even selectivity with respect to conventional LC.  
On the other hand, sample treatment is one of the most important steps of 
analytical process; as it is usually necessary to eliminate most endogenous 
compounds and to concentrate analytes, which are often present at low 
concentrations in the sample. Sample treatment is typically the most time-
consuming step of the analytical process. This is because conventional off-line 
sample preparation techniques generally require laborious procedures that are 
susceptible to produce analyte loss and contamination. In addition, most of them 
are difficult to automatize. Therefore, these methodologies are gradually being 
replaced by solid-phase microextraction (SPME), a green approach to sample 
preparation which minimizes solvent consumption and generation of wastes. 
SPME is also less time consuming and more cost effective than traditional 
procedures. In-tube solid-phase microextraction (IT-SPME) is an interesting 
alternative to other SPME techniques, because it combines miniaturization, 
automation and reduction of solvent consumption, and it can be also coupled to 
LC systems. The limited number of extraction columns available is the most 
important limitation of IT-SPME, paticularly coupled to CapLC and NanoLC. 




The research carried out in the course of the present thesis has been mainly 
focused on the development of new strategies for the implementation of IT-SPME 
through new configurations of coupling and the synthesis of new extractive 
phases or the reutilization of waste (ashes). More specifically, the research has 
been intended to facilitate the on-line coupling of IT-SPME to miniaturized LC 
equipments, as well as to develop in situ non-invasive strategies for the analysis of 
different pollutants and wastes. Special attention has been developed to polar 
compounds because of their high mobility in the environment. In some cases, the 
studies have been extended to their degradation products.  
 Therefore, this thesis is intended to improve knowledge about IT-SPME, 
exploring new materials as extractive phases, as well as to consolidate the 
coupling with miniaturized LC, especially NanoLC and others techniques amenable 
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El termino Química Verde (QV) fue definido en 1991 por Anasta y Warner 
(Anasta & Warner, 1991), quienes propusieron una visión más responsable de la 
Química disminuyendo el uso y la generación de sustancias químicas peligrosas en 
el diseño, producción y aplicación de productos químicos. Esta visión persigue 
reducir la toxicidad de los residuos generados y la exposición a los mismos, y por 
tanto mejorar la seguridad. Además, en los principios de la QV, Anasta y Warner 
inciden en los efectos ambientales de los procesos químicos, y proponen la 
utilización de procedimientos que impliquen una disminución del consumo 
eléctrico. 
Tiempo después, Gałuszka y colaboradores (Gałuszka, Migaszewski & 
Namieśnik, 2013) extrapolan y adaptan los principios de la QV a la Química 
Analítica definiendo los 12 principios de la Química Analítica Verde (QAV): 
1) Priorizar técnicas analíticas que permitan el análisis directo de la muestra 
2) Procesar la mínima cantidad y número de muestras 
3) Favorecer los procedimientos in-situ 
4) Seleccionar procesos y operaciones que reduzcan el uso de reactivos y el 
derroche energético 
5) Priorizar el uso de métodos automáticos y miniaturizados 
6) Eliminar la derivatización 
7) Disminuir la cantidad y gestionar correctamente los residuos generados 
durante el análisis 
8) Priorizar métodos multianalito o multiparámetro 
9) Reducir el consumo eléctrico 
10) Favorecer el uso de reactivos obtenidos de fuente renovables 
11) Eliminar o remplazar el uso de reactivos tóxicos 
12) Incrementar la seguridad del operario 
En la actualidad, estos principios rigen la nueva visión de la Química Analítica, 
que pretende dar respuesta a las necesidades sociales e industriales con el menor 
impacto ambiental, y sin perjudicar la salud de los operarios y de la sociedad en su 
conjunto. 
A pesar de que el análisis químico es un proceso complejo que implica 
diferentes etapas dependientes unas de otras, se pueden establecer seis aspectos 
críticos sobre los que trabajar para desarrollar procedimientos analíticos más 















Figura 1. Aspectos más importantes de los procedimientos analíticos según la 
QAV. 
 
Teniendo en cuenta los aspectos reflejados en la Figura 1, es de gran interés 
el uso de técnicas instrumentales miniaturizadas puesto que se reduce el 
consumo de recursos sin perder la calidad de los parámetros analíticos, pudiendo 
incluso mejorarse. Por otro lado, el uso de técnicas de extracción miniaturizadas 
con pocas etapas o bien de procedimientos de extracción en línea supone una 
disminución del impacto ambiental del procedimiento analítico, puesto que se 
reduce entre otros el tiempo de análisis, el consumo de disolventes orgánicos y 
los residuos generados.   
Por todo ello, considerando la visión actual de una Química Analítica más 
sostenible y respetuosa con el medio ambiente sin perjudicar los parámetros 
analíticos, resulta de gran interés el uso de técnicas de microextracción, 



















1.1 CROMATOGRAFÍA LÍQUIDA MINIATURIZADA 
La miniaturización de los sistemas de cromatografía líquida (LC) comenzó en 
1967, cuando Horváth  y colaboradores propusieron un procedimiento analítico 
empleando LC convencional para separar ribonucleótidos con una columna 
analítica de 1 mm de diámetro interno (d.i.), frente a las columnas de 2,1 mm 
utilizadas hasta el momento (Horváth et al., 1967). Una década después, se 
empleó una columna particulada de politetrafluoroetileno (PTEF) de 1 mm de d.i. 
y 15 cm de longitud para separar diferentes hidrocarburos aromáticos policíclicos 
(PAHs) (Ishii et al., 1977). Posteriormente se publicaron diferentes trabajos que 
emplearon para la separación columnas analíticas de 1 mm de d.i. rellenas con 
partículas de diferentes tamaños y recubiertas por diferentes materiales (Scott & 
Kucera, 1979). En la actualidad, se pueden encontrar columnas comerciales para 
LC que van desde 2.1 mm a 75 µm de d.i. (Nazario, Silva, Franco & Lanças, 2015, 
Campíns-Falcó, Herráez-Hernández, Serra-Mora, 2018). 
La reducción del d.i. de la columna analítica está de acuerdo con los principios 
de la QAV, concretamente con los puntos 4 y 7, puesto que esta reducción implica 
una disminución del flujo de fase móvil, reduciéndose el consumo de disolventes y 
como consecuencia la cantidad de residuos generada es menor. Además, la 
disminución del flujo de fase móvil hace posible nuevos mecanismos de 
interacción entre ésta y los analitos, conduciendo a una mejora en la selectividad 
(Nazario et al., 2015). La reducción del d.i. de la columna analítica también supone 
una disminución del volumen de muestra requerido (principio 2 de la QAV). 
Por otro lado, al utilizar columnas analíticas con menor d.i. se reduce la 
dispersión de los analitos dentro de las mismas, disminuyendo la dilución 
cromatográfica y mejorándose la relación señal-ruido, lo que se traduce en un 
incremento significativo de la sensibilidad respecto a la LC convencional. 
Otro parámetro implicado en la miniaturización de la LC es el tamaño de 
partícula de la fase estacionaria. En las últimas décadas el diámetro de las 
partículas utilizadas como fase estacionaria se ha ido reduciendo obteniéndose 
una mayor eficacia, la cual ha ido progresivamente acercándose a la obtenida en 














Los sistemas de LC miniaturizada se pueden clasificar según el d.i. de la 
columna analítica o el flujo de la fase móvil, teniendo en cuenta que ambas 
variables son dependientes la una de la otra. Pero a causa de la rapidez con la que 
se han desarrollado y evolucionado los sistemas de LC miniaturizada, existe cierta 
confusión y controversia en la nomenclatura utilizada para designar a estos 
sistemas. Por ejemplo, en 1995, Jinno y colaboradores aplicaban el término 
“nano” para describir una columna de 530 µm de d.i. (Jinno et al., 1995), y años 
después en la misma revista, se utiliza el prefijo “capilar” para referirse a un 
diámetro de columna de 300 µm (Zhu, Zhu & Lee, 2001). En la Tabla 1 se muestra 
la nomenclatura aceptada en la actualidad según las dimensiones cromatográficas 
(Campíns-Falcó et al., 2018). Cabe destacar que a medida que se miniaturizaban 
las columnas analíticas ha sido necesario miniaturizar el resto de la 
instrumentación que forma parte del sistema cromatográfico como la bomba o el 
detector.  
Tabla 1. Clasificación general de sistemas de LC según las dimensiones de la columna y el 
flujo de fase móvil. 
Tipo LC 
d. i. columna 
 (mm) 
Flujo fase móvil  
(µL min-1) 
Preparativa > 10 > 5000 
Convencional 4.0 - 4.6 2000 
Narrow bore 2.1 500 
Microbore 1 100 
Capilar 0.1 – 0.5 1 – 20 
Nano ≤ 0.1 ≤ 1 
 
El incremento de fases estacionarias de diferente naturaleza en columnas 
analíticas de menor diámetro, junto con el progreso en el desarrollo de 
instrumentación miniaturizada, que se ha hecho más robusta, permitirá que la 
cromatografía líquida capilar (CapLC) y la nanocromatografía líquida (NanoLC) se 
conviertan en herramientas extremadamente efectivas y polivalentes para el 
análisis de gran variedad de analitos en multitud de matrices. Todo ello junto con 
un menor coste económico e impacto ambiental que los procedimientos 
equivalentes que hacen uso de la LC convencional. En la Tabla 2 se muestran, a 
modo de ejemplo, diferentes procedimientos analíticos descritos recientemente 






















































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































1.2 MICROEXTRACCIÓN EN FASE SÓLIDA EN TUBO 
En la mayoría de los procedimientos analíticos se requiere una etapa de 
preparación de la muestra con el fin de eliminar posibles interferencias y 
preconcentrar los analitos que se encuentran a bajas concentraciones, además de 
para adecuar la disolución de medida a las condiciones del instrumento a utilizar. 
Es decir, con el tratamiento de muestra se persigue fundamentalmente 
incrementar la selectividad y la sensibilidad del procedimiento analítico (Moliner-
Martínez, Herráez-Hernández, Verdú-Andrés, Molins-Legua & Campíns-Falcó, 
2015; Queiroz, Souza & Marchioni, 2019). 
Las técnicas de extracción convencionales requieren de gran cantidad de 
etapas para extraer, purificar, concentrar y/o derivatizar los analitos, siendo 
procedimientos laboriosos y tediosos, con un elevado coste económico y de 
tiempo, lo que estaría en contra de los principios de la QAV. Se estima que 
alrededor del 65 % de las muestras analizadas requieren de tres o más 
operaciones antes de obtener una señal analítica adecuada. Como consecuencia 
de todos estos procesos, la etapa del tratamiento de muestra es responsable de, 
al menos, el 30 % del error total del análisis (Rayner, 2016). 
Con el fin de reducir el mencionado error, en las últimas décadas muchas de 
las contribuciones científicas en el campo de la Química Analítica se han centrado 
en el desarrollo de nuevas técnicas de tratamiento de muestra, que a su vez sean 
más respetuosas con el medio ambiente, de acuerdo con los principios de la QAV. 
  La mayoría de estas nuevas técnicas, denominadas técnicas de 
microextracción, suponen una disminución de los materiales necesarios para 
llevar a cabo las diferentes operaciones que componen el tratamiento de 
muestra. Así, se reduce el consumo de muestra, de fase de extracción, de 
disolventes orgánicos, de reactivos y de energía, generándose menor cantidad de 
residuos. Además, se busca la posibilidad de automatizarlas y acoplarlas 














Pawliszyn y colaboradores propusieron en 1990 por primera vez la 
denominada microextracción en fase sólida (SPME), basada en sumergir en la 
disolución de medida durante un tiempo determinado, una fibra recubierta con la 
fase extractante. Los analitos son desorbidos posteriormente empleando un 
disolvente orgánico o térmicamente si se utiliza GC para la separación. Con esta 
técnica se logra miniaturizar la etapa de preparación de muestra aunando el 
muestreo, la extracción y la preconcentración en una única etapa (Arthur & 
Pawliszyn, 1990). Años después, en 1997, Eisert y Pawliszyn proponen la 
microextracción en fase sólida en tubo (IT-SPME), con la finalidad de evitar los 
problemas asociados con la fragilidad de las fibras y los largos tiempos de 
desorción (Eisert & Pawliszyn, 1997). Esta técnica, que emplea columnas capilares 
para la extracción, presenta gran interés desde el punto de vista de la QAV puesto 
que además de las ventajas de la SPME, es automatizable y se puede acoplar en 
línea muy fácilmente a LC. 
La IT-SPME clásica utiliza un segmento de capilar de sílice fundida con las 
paredes interiores recubiertas por una capa del material sorbente que actúa como 
fase de extracción. Inicialmente se utilizaron segmentos de columnas comerciales 
de GC (Figura 2A). Cuando la muestra pasa a través del capilar se produce la 
adsorción de los analitos en la fase de extracción. Seguidamente, los analitos 
retenidos son desorbidos haciendo pasar por el capilar un disolvente orgánico, y 
éste se reserva para ser posteriormente procesado (fuera de línea). Otra opción 
consiste en desorber los analitos y transferirlos simultáneamente al sistema de 
separación y/o detección (en línea). Normalmente, en este último caso es la 
propia fase móvil del sistema de LC la que se emplea para desorber los analitos y 















Figura 2. Representación esquemática de las configuraciones más usadas en IT-SPME-LC: 
A) en válvula con una bomba, B) carga/expulsión y C) en válvula con dos bombas. En 
















A pesar de que el uso de una columna capilar con las paredes internas 
recubiertas por el material sorbente (Figura 3A) es la opción más utilizada como 
columna de extracción en IT-SPME, también se han utilizado capilares rellenos con 
partículas recubiertas del material sorbente (Figura 3C), columnas rellenas con 
fibras de extracción similares a las utilizadas en SPME (Figura 3D) o capilares 
rellenos con un material monolítico que actúa como sorbente (Figura 3B). 
 
 
Figura 3. Representación esquemática de los diferentes tipos de columnas de extracción 
utilizadas en IT-SPME. A) recubierta, B) monolítica, C) particulada y D) con fibras. 
 
Las columnas de extracción particuladas (Figura 3C), consisten en capilares 
rellenos con partículas de sílice las cuales están recubiertas con otro material que 
presenta una mayor afinidad y selectividad por el analito. Las columnas son por 














Dos de las opciones para IT-SPME más utilizadas son el recubrimiento de las 
paredes internas del capilar con un material polimérico (Figura 3A) y la utilización 
de columnas monolíticas (Figura 3B). Desde que se sintetizaron por primera vez 
las columnas capilares monolíticas, se han desarrollado gran cantidad de 
procedimientos analíticos que demuestran el potencial de este tipo de materiales 
como fase de extracción para IT-SPME (Moliner et al., 2015). No obstante, la 
primera de las dos opciones resulta de mayor interés a causa de su relativa 
simplicidad, además de generar un aumento poco significativo de la presión 
cuando se acopla a LC. 
 Las columnas de extracción en fibra (fibra-IT-SPME), (Figura 3d) fueron 
propuestas por primera vez por Saito y colaboradores (Saito, Kawazoe, Jinno & 
Hayashida, 2000). En esta técnica la extracción es llevada a cabo empleando un 
capilar relleno longitudinalmente con finas fibras de extracción, similares a las 
utilizadas en SPME. Dado que estas fibras están dispuestas en paralelo a las 
paredes del capilar, se crean canales coaxiales estrechos dentro del capilar que 
reducen la presión dentro del sistema durante la extracción y la desorción. 
Además, el volumen vacío entre los capilares es menor, mientras que el área 
superficial es más elevada (Costa-Queiroz et al., 2019). 
1.2.1 Configuraciones para IT-SPME 
A pesar que la IT-SPME puede utilizarse fuera de línea, la principal ventaja de 
esta técnica frente al resto de procedimientos de SPME radica en la posibilidad de 
combinar en línea la etapa de tratamiento de muestra con la separación 
cromatográfica y la detección de los analitos. Existen dos tipos de configuraciones 
que permiten el acoplamiento de IT-SPME con LC, denominados carga/expulsión y 
en válvula. Ambos modos de trabajo requieren de una configuración específica y 














En la configuración carga/expulsión (draw/eject), el capilar que contiene la 
fase de extracción se sitúa entre la aguja y el loop de un inyector programable 
(Figura 2B). Para la extracción de los analitos se hace circular repetidamente la 
muestra durante un determinado número de ciclos a través del capilar de 
extracción hasta que se llega al equilibrio, requiriéndose en la mayoría de los 
casos entre 25 y 30 ciclos (Moliner-Martínez, 2015; Cháfer-Pericás, Campíns-Falcó 
& Prieto-Blanco, 2008). No obstante, en pocas ocasiones se llega al equilibrio, 
puesto que los analitos son parcialmente desorbidos con cada ciclo de carga de 
muestra. Después de la extracción, los analitos son desorbidos y trasferidos a la 
columna analítica empleando un disolvente adecuado. Esta configuración 
requiere poco volumen de muestra, y por tanto es especialmente adecuada para 
el análisis de muestras biológicas ya que normalmente se dispone de un volumen 
limitado de muestra (Queiroz et al., 2019). 
En la configuración denominada IT-SPME en-válvula, el loop de la válvula de 
inyección se sustituye por una columna capilar que contiene la fase de extracción, 
de manera que al pasar una única vez un volumen de muestra (muy superior al 
volumen del capilar), una fracción de los analitos quedan retenidos en la fase de 
extracción. Seguidamente, los analitos son desorbidos pasando un volumen 
conocido de disolvente (fuera de línea) o con la propia fase móvil (en línea). 
 En la Figura 2A se muestra un diagrama del sistema más sencillo de IT-SPME 
en-válvula acoplado a LC. Este sistema está compuesto por una válvula manual de 
seis puertos y la bomba del sistema cromatográfico. Con la válvula en posición de 
carga se procesa un volumen de muestra conocido, de manera que la muestra 
pasa por el capilar que contiene la fase de extracción y los analitos quedan 
retenidos. Seguidamente, la válvula se gira a la posición de inyección de forma 
que cuando la fase móvil pasa por el capilar de extracción desorbe los analitos 
previamente retenidos y los transporta hacia la columna analítica. 
En la literatura se pueden encontrar descritos otros montajes que requieren 
más instrumentación con objetivos diversos. Por ejemplo, González-Fuenzalida, 
López-García, Moliner-Martínez & Campíns-Falcó, 2016 describen un montaje en-
válvula compuesto por 2 válvulas y 2 bombas (Figura 2C). La utilización de dos 
bombas binarias permite que el flujo de trabajo sea diferente para la etapa de 
extracción y para la etapa de separación, es decir, se pueden acoplar dos sistemas 














A pesar que las recuperaciones absolutas en IT-SPME son bajas, la 
sensibilidad requerida se puede alcanzar procesando volúmenes de muestra 
suficientemente grandes (del orden de mL) hasta que la cantidad de analito 
retenida sea adecuada para obtener una respuesta analítica satisfactoria. De 
hecho, la eficiencia de la extracción obtenida con IT-SPME depende básicamente 
de la afinidad de los analitos por la fase de extracción. Por ello, de todos los 
parámetros que afectan a la extracción, uno de los más importantes es la 
naturaleza de la fase de extracción. No obstante, otros parámetros como el 
volumen de muestra, el pH, el espesor de la fase de extracción, la longitud y el d.i. 
del capilar o el disolvente de extracción, deben ser optimizados para conseguir las 
mayores prestaciones en términos de sensibilidad, selectividad y rapidez.  
Por otra parte, las dimensiones del sistema cromatográfico al que se acopla la 
IT-SPME también influyen significativamente en la sensibilidad. Por ello, en los 
últimos años el desarrollo de IT-SPME ha evolucionado en dos direcciones 
(Moliner-Martínez et al., 2015; Campíns-Falcó et al., 2018): 
1) Acoplamiento de IT-SPME con nuevos sistemas cromatográficos como 
UHPLC o técnicas miniaturizadas (CapLC y NanoLC). 
2) Desarrollo de nuevas fases de extracción que permitan nuevas 
interacciones con los analitos. 
1.2.2 Acoplamiento de la IT-SPME con LC 
En la actualidad, el acoplamiento entre IT-SPME y LC está en desarollo. En la 
bibliografía se pueden encontrar descritos procedimientos basados en IT-SPME-LC 
que emplean detectores de absorción UV-vis, de fluorescencia o de 
espectroscopia de masas (Fernández-Amado, Prieto-Blanco, López-Mahía, 
Muniategui-Lorenzo & Prada-Rodríguez, 2017, Moliner-Martínez et al., 2015), 















Además, este acoplamiento también permite simplificar y miniaturizar la 
etapa de derivatización de los analitos. Por ejemplo, Campíns-Falcó y 
colaboradores (Campíns-Falcó, Herráez-Hernández, Verdú-Andrés, Cháfer-Pericás, 
2009) realizaron la derivatización de aminas alifáticas en línea empleando IT-SPME 
en-válvula acoplada a LC. Para ello en primer lugar se hacía circular por el capilar 
de extracción una disolución del agente derivatizante que quedaba absorbido en 
la fase extractante. Seguidamente, se pasaba la muestra con los analitos, los 
cuales reaccionaban con el agente derivatizante previamente retenido. 
Transcurrido el tiempo de reacción, se cambiaba la posición de la válvula y la fase 
móvil desorbía el compuesto derivatizado formado y lo trasportaba hasta la 
columna analítica. 
Respecto al acoplamiento de IT-SPME con métodos cromatográficos 
miniaturizados, el grupo de investigación “Miniaturización y Métodos Totales de 
Análisis” (MINTOTA) donde se desarrolla la presente tesis, se ha especializado en 
el acoplamiento de IT-SPME a sistemas de LC, contribuyendo especialmente al 
desarrollo y consolidación del acoplamiento con técnicas de LC miniaturizadas 
como CapLC y NanoLC. En la actualidad, el acoplamiento IT-SPME-CapLC está 
suficientemente resuelto, encontrándose en la literatura distintas configuraciones 
aplicadas a los diferentes campos de análisis tales como medioambiental, 
alimentario, biológico, industrial y forense (Moliner et al., 2015; Argente-García, 
Moliner-Martínez, López-García, Campíns-Falcó & Herráez-Hernández, 2016; 
Hakobyan et al., 2018; Prieto-Blanco et al., 2016; Hakobyan, 2018; Argente-
García, Hakobyan, Guillem & Campíns-Falcó, 2019). 
Por contra, actualmente el acoplamiento de IT-SPME con NanoLC requiere 
nuevos estudios que ayuden a entender y demostrar las bondades y posibilidades 
de este acoplamiento. Consciente de esta necesidad, el grupo MINTOTA ha 
estudiado en los últimos años el acoplamiento IT-SPME-NanoLC y su aplicación al 
análisis de diferentes analitos como diclofenaco, cannabis o compuestos con 
grupos carbonilo (González-Fuenzalida et al., 2016; Jornet-Martínez et al., 2018; 
Prieto-Blanco, Peñafiel-Barba, Moliner-Martínez & Campíns-Falcó, 2019). 














En la Figura 4 se muestran las longitudes y los d.i. de los capilares utilizados 
para extracción en procedimientos de IT-SPME acoplados a LC propuestos 
recientemente. El d.i. óptimo depende del método cromatográfico al que se 
encuentre acoplado, mientras que la longitud no es un parámetro crítico, aunque 
sí afecta a la capacidad de extracción y a la dispersión de los analitos dentro del 
sistema cromatográfico, fenómeno que está íntimamente relacionado con la 
forma de los picos. 
 
Figura 4. Dimensiones de los sistemas de IT-SPME en válvula descritos en la literatura (d.i. 
vs longitud). 
 
El acoplamiento en línea de IT-SPME con LC resulta atractivo puesto que en 
general se obtiene una elevada sensibilidad con ausencia de efecto matriz. 
Además, como se puede observar en la Figura 5, los tiempos de análisis no son 
largos, ya que la mayoría de procedimientos requieren menos de 30 min. Además, 
el impacto ambiental de la IT-SPME ha sido cuantificado, siendo esta técnica más 
respetuosa con el medio ambiente ya que posee menor huella de carbono 
(Ballester-Caudet et al., 2019). La huella de carbono de la IT-SPME depende 
básicamente del montaje empleado. En la Tabla 3, se muestran la huella de 
carbono de diferentes configuraciones de la IT-SPME acopladas al mismo sistema 
de LC empleando un detector DAD, y considerando que el analito se eluye a los 10 
min y un factor de emisiones de 0.247 Kg CO2/KWh (Jiménez, De la Cruz, Carballo 















Figura 5. Influencia de la longitud del capilar en el tiempo de procesado de la muestra, 
para procedimientos descritos en la literatura. 
 
Tabla 3. Huella de carbono estimada para las diferentes configuraciones de IT-SPME 
combinadas con el mismo sistema de LC y detector DAD. 
Configuración IT-SPME 
Huella de carbono 
 (Kg CO2 eq) 
En válvula 
Inyección manual - una bomba 1.1 
Inyección automática - una bomba 1.8 
Inyección automática - dos bomba 3.0 
Carga-expulsión 
Sin bomba de lavado 1.8 
Con bomba de lavado 3.0 
 
Como se puede observar en la Tabla 3, existen diferencias significativas según 
la configuración de IT-SPME. Estas diferencias se pueden atribuir a un mayor 
consumo eléctrico debido, por ejemplo, al uso de bombas auxiliares. Cabe 
mencionar que el uso de un detector de espectrometría de masas incrementa 
considerablemente el impacto ambiental respecto de un detector DAD, estimado 
en un mínimo de 8 Kg CO2 eq.    














1.3 FASES DE EXTRACCIÓN PARA IT-SPME 
Como se ha mencionado anteriormente, en IT-SPME la naturaleza de la fase 
de extracción es una variable a tener en cuenta, ya que influye significativamente 
en la capacidad de interaccionar con los analitos, y por tanto en la 
preconcentración, lo que a su vez determina la sensibilidad del procedimiento 
analítico. Es decir, la naturaleza de la fase de extracción está directamente 
relacionada con la sensibilidad del procedimiento.  
Se han empleado mayoritariamente como fase de extracción columnas 
capilares de GC o bien columnas capilares cuya fase de extracción se sintetiza 
específicamente para cada aplicación. Además, éstas se pueden modificar 
inmovilizando diferentes materiales como nanomateriales, compuestos metal-
orgánico estructurados (MOFs), líquidos iónicos o inmunosorbentes. En los 
siguientes apartados se enumeran y describen las principales fases de extracción 
propuestas para incrementar las prestaciones de la IT-SPME. 
1.3.1 Columnas capilares convencionales 
Tradicionalmente, se han utilizado segmentos de columnas capilares 
comerciales de GC como columnas de extracción para IT-SPME. Estas columnas 
están recubiertas por un material polimérico de carbono o silicio que a su vez 
puede estar modificado con otras moléculas. De la gran variedad de columnas que 
existen en el mercado, las columnas basadas en polidimetilsiloxano (PDMS) son 
las más utilizadas para IT-SPME debido a su marcado carácter hidrofóbico, ya que 
su estructura consiste en cadenas flexibles de Si-O(CH3)2; por tanto, este material 
no adsorbe los disolventes hidrofílicos con los que entra en contacto. En estas 
condiciones, se produce la adsorción en el PDMS de los compuestos hidrofóbicos 
presenten en la muestra. Por ello, el PDMS es una fase idónea para IT-SPME 
acoplada a LC en fase reversa. Además, este polímero de la familia de las siliconas 
es trasparente, no es tóxico ni bioacumulable y es inerte para la mayoría de las 














En la literatura se pueden encontrar multitud de procedimientos que 
emplean columnas de PDMS modificadas con diferentes porcentajes de grupos 
difenilo para el análisis de contaminantes ambientales (Muñoz-Ortuño et al., 
2014; Jornet-Martínez, Muñoz-Ortuño, Moliner-Martínez, Herráez-Hernández & 
Campíns-Falcó, 2014), restos de medicamentos, (Hakobyan et al., 2018), 
productos industriales (Prieto-Blanco et al., 2016), restos de interés toxicológico 
y/o forense (Jornet-Martínez et al., 2018; Argente-García et al., 2019) o para la 
caracterización de nanopartículas (González-Fuenzalida et al., 2016). Al modificar 
el polímero de silicio con grupos difenilo se disminuye ligeramente la 
hidrofobicidad de la fase extractante, a la vez que se añaden grupos aromáticos 
que permiten establecer nuevas interacciones de tipo π-π con los analitos, 
mejorando la retención de éstos (Argente-García, et al., 2019). En la literatura, 
aunque en menor medida, también se pueden encontrar procedimientos que 
utilizan como capilar de extracción columnas comerciales de GC basadas en otros 
derivados de silicio como cianopropilmetilsilicona o dimetilsiloxano (Silva, Lança, 
& Queiroz, 2008; Kataoka, Mizuno, Oda & Saito, 2016). 
Respecto a las columnas comerciales recubiertas con otros materiales 
poliméricos, las más utilizadas se basan en la utilización de un sorbente de tipo 
divinilbenceno (Supel-Q PLOT) o carbón molecular (Carboxen 1006). Ambas 
columnas se han utilizado como fase de extracción para la determinación de 
compuestos apolares en matrices ambientales, alimentarias o biológicas 
(Fernández-Amado et al., 2017; Melo, Queiroz & Queiroz, 2011; Ishizaki, Uemura 
& Kataoka, 2017; Mizuno & Kataoka, 2015). No obstante, algunos autores han 
demostrado la utilidad de estas fases en la determinación de compuestos 
relativamente polares. Por ejemplo, Inukai y colaboradores utilizaron una 
columna capilar comercial Carboxen 1006 para determinar nicotina y cotinina en 
muestras de pelo de fumadores (Inukai, Kaji & Kataoka, 2018) 
Entre las diferentes columnas comerciales, la fase CP-Pora PLOT amines 
presenta mayor eficiencia de extracción para los compuestos relativamente 
polares, puesto que contiene grupos amino que pueden establecer interacciones 
de tipo dipolo-dipolo, puentes de hidrógeno o mediante intercambio iónico 
(Kataoka, Itano, Ishizaki & Saito, 2009). 
En la Tabla 4 se muestran a modo de ejemplo diferentes métodos de IT-SPME 
acoplada a LC que emplean como fase de extracción columnas capilares 














Tabla 4. Ejemplos de aplicación de diferentes procedimientos basados en sistemas de LC 
miniaturizada con columnas de GC para IT-SPME. 
























et al., 2019 
PAHs LC-FD Agua de lluvia TRB-5 
Fernández-
Amado, et al., 
2017 




Biomarcadores LC-MS/MS Orina 
CP-Sil 19CB 
PDMS, CP-Wax, 
carboxen y  
Supel Q-PLOT 
Saito, Hamano 
& Kataoka, 2018 
Melatonina LC-MS Saliva 
 CP-Sil 19CB 
PDMS, CP-Wax, 
carboxen y  
Supel Q-PLOT 
Ishizaki et al., 
2017 
Antidepresivos LC-UV Plasma CP-Sil 19CB Silva et al., 2008 
Ftalatos LC-MS Agua Supel-Q PLOT 
Cheng & Chang, 
2016 






Kataoka et al., 
2009 






THC: tetrahidrocannabinol, CP-Sil 19CB: 14 % de cianopropilfenilmetilsilicona,  














En esta tesis se han empleado diferentes columnas comerciales como fase de 
extracción para IT-SPME para la determinación de contaminantes ambientales 
como PAHs, triazinas o sulfonilureas. Una de las columnas comerciales de GC más 
utilizadas en esta tesis consiste en un capilar de sílice fundida recubierto de PDMS 
modificado con diferentes porcentajes de grupos difenilo (TRB-5, TRB-20, TRB-35 
y TRB-50 con un 5, 20, 35 y 50 % de grupos difenilo, respectivamente). 
También se han utilizado columnas comerciales Carbowax recubiertas de 
polietilenglicol (PEG) y las columnas FFAP recubiertas de PEG modificado con 















1.3.2 Nuevas fases para columnas capilares 
A pesar del gran número de columnas capilares de GC disponibles en el 
mercado que se pueden emplear para IT-SPME, la variedad de sorbentes es 
todavía limitada, especialmente para aquellas columnas de menor diámetro, 
necesarias para LC miniaturizada, y el espesor de fase insuficiente para algunas 
determinaciones. Como consecuencia, en los últimos años ha aumentado 
significativamente el interés por desarrollar nuevos materiales que se puedan 
utilizar como sorbentes y mejorar la eficiencia y selectividad de la extracción. 
Seguidamente se detallan los materiales más utilizados para el desarrollo de 
nuevas fases para IT-SPME. 
Nanomateriales 
Hoy en día los nanomateriales se emplean en multitud de campos del 
conocimiento como la medicina, la electrónica, la agricultura, la industria 
alimentaria o la biotecnología. En el campo de la Química Analítica, este tipo de 
materiales se ha empleado ampliamente como sorbentes en diferentes técnicas 
de extracción (González-Funzalida, Jornet-Martínez, Herráez-Hernández & 
Campíns-Falcó, 2019; Moliner-Martínez, 2017; Ahmadi, Elmongy, Madrakian & 
Abdel-Rehim, 2017). 
Desde el punto de vista de su utilización como sorbente para técnicas de 
tratamiento de muestra, los nanomateriales pueden incrementar la capacidad de 
extracción por dos efectos diferentes y complementarios. Por un lado, se ha 
observado que al añadirlas a la fase de extracción se modifica la morfología del 
sorbente incrementándose su porosidad (Manoudis, Tsakalof, Karapanagiotis & 
Zuburtikudis, 2009). Por otro lado, al inmovilizar los materiales en la fase de 
extracción se pueden establecer nuevas interacciones o incrementar el número e 
intensidad de las ya existentes además puede favorecer la vida útil del capilar, 
disminuyendo su fragilidad. Las principales ventajas del uso de nanomateriales 
como sorbentes en técnicas de tratamiento de muestra son el incremento de la 
capacidad de adsorción y preconcentración, su fácil funcionalización y la 















Los nanomateriales se pueden clasificar atendiendo a su tamaño o a su 
composición. En este caso, se ha optado por clasificarlos según su composición ya 
que este parámetro es más interesante e influyente a la hora de explicar el 
comportamiento y las interacciones con los analitos, en definitiva, su viabilidad 
como fase de extracción. Según su composición, los nanomateriales se pueden 
clasificar en carbonáceos, siliconas, metálicos, óxidos metálicos y magnéticos. 
 Nanomateriales carbonáceos 
Desde que se descubrió por primera vez el fullereno C60 en 1985, se han 
descrito multitud de nanoestructuras alotrópicas del carbono, como fullerenos, 
nanotubos de carbono (de pared simple o múltiple), grafeno, óxido de grafeno, 
nanodiscos de carbono, nanoconos de carbono, nanocuernos de carbono o 
nanodiamantes, convirtiéndose en uno de los tipos de materiales más 
prometedores como sorbentes para SPME.  
En general se trata de estructuras formadas por anillos de átomos de carbono 
de diferente tamaño organizados de manera diferente en las tres dimensiones. La 
estructura más sencilla es la del grafeno, ya que se trata de una lámina 
bidimensional de átomos de carbono con hibridación sp2  ( Figura 6). El grafeno, es 
un material interesante para ser utilizado como sorbente en las técnicas de 
tratamiento de muestra, ya que posee una elevada área superficial (teóricamente 
2630 m2 g-1) (Azzouz et al., 2018). Además, se trata de un sistema con una elevada 
deslocalización electrónica de tipo π, lo que permite establecer fuertes 
interacciones de tipo π-π con aquellos analitos que contienen sistemas de 
electrones deslocalizados, como es el caso de los compuestos aromáticos (Tian et 
al., 2013). Cabe destacar que la interacción con los analitos puede establecerse 















Figura 6. Estructuras alotrópicas del carbono más utilizadas como sorbente: a) grafeno; b) 
fullereno; c) nanocuerno; d) nanotubo de pared simple; e) nanotubo de pared múltiple. 
 
Además, el grafeno puede ser modificado fácilmente para aumentar su 
selectividad. Así, cuando las láminas de grafeno se someten a un proceso de 
oxidación se obtiene el óxido de grafeno. Este material tiene una disposición 
similar al grafeno, pero con átomos de oxígeno en su estructura (grupos carboxilo 
y ácido carboxílico) que permiten que, además de las interacciones propias del 
grafeno, el óxido de grafeno pueda interaccionar con los analitos a través de 
interacciones tipo dador-aceptor de electrones y puentes de hidrógeno (Azzouz et 
al., 2018). Tanto el grafeno como el óxido de grafeno se han utilizado como fase 














En 2013 Zhang et al., (2013) describieron un procedimiento para cubrir un 
capilar de PTFE con múltiples capas de grafeno. En este procedimiento, el capilar 
se recubría con una capa de dopamina y seguidamente se hacía pasar una 
dispersión de grafeno. Transcurrido un tiempo, el grafeno quedaba unido 
covalentemente a los grupos amino de la dopamina. Seguidamente, se hacía pasar 
de nuevo la dispersión de grafeno por el capilar tantas veces como capas de 
grafeno se deseaban. En este caso, los autores formaron tres capas de grafeno 
sobre el capilar. Una vez optimizada la síntesis, la fase de extracción desarrollada 
se empleó para la extracción de PAHs en muestras de agua medioambientales, 
obteniéndose buenas recuperaciones. En este caso la retención se debe 
principalmente a las interacciones de tipo π-π entre el grafeno y el sistema de 
electrones deslocalizado de las moléculas de PAHs. 
Posteriormente, Wang y colaboradores (Wang, Zhou, Liao, Zhang & Chen, 
2017) inmovilizaron óxido de grafeno en un capilar de polieteretercetona (PEEK), 
empleando dopamina como agente entrecruzante. Este capilar fue utilizado como 
fase de extracción para la determinación de alcaloides cuaternarios utilizando IT-
SPME-LC-MS/MS. Al utilizar óxido de grafeno como sorbente, los alcaloides 
quedaban retenidos en la fase de extracción mediante interacciones hidrofóbicas, 
de tipo π-π y por interacciones de intercambio iónico entre la carga negativa de 
los grupos carboxilo del sorbente y la carga positiva del grupo amino de los 
analitos. 
Por otro lado, Tan et al. (2015) propusieron la utilización de un capilar de 
sílice fundida recubierto con óxido de grafeno para la determinación de triazinas 
en aguas mediante IT-SPME-LC-MS/MS. En este caso, la inmovilización del grafeno 
en las paredes del capilar se llevó a cabo utilizando 3-(aminopropil)trimetoxi 














Otra de las formas alotrópicas del carbono más utilizada como sorbente son 
los nanotubos de carbono (CNTs). Estos nanomateriales consisten en láminas de 
grafeno enrolladas formando un cilindro. Existen de dos tipos de nanotubos, los 
de pared simple en los que únicamente hay una lámina plegada (SWCNTs), y los 
de pared múltiple que consisten en diferentes SWCNTs concéntricos unidos por 
fuerzas de Van der Waals (MWCNTs) (Figura 6). Dada su geometría única, poseen 
excelentes propiedades mecánicas lo que permite su utilización en multitud de 
campos como la biomedicina, la electrónica, la catálisis o la Química Analítica 
(Tian et al., 2013). Además, al igual que el grafeno, los CNTs son materiales 
interesantes para ser utilizados como sorbentes en IT-SPME, ya que también 
poseen una elevada capacidad de adsorción y pueden ser modificados 
químicamente a fin de incrementarla. 
Por ejemplo, Argente-García et al. (2016) desarrollaron un procedimiento 
analítico para la determinación de anfetaminas en muestras biológicas mediante 
IT-SPME-CapLC. Como fase de extracción, emplearon una columna comercial TRB-
35 en la que previamente inmovilizaron CNTs carboxilados (c-CNTs). La 
carboxilación de los CNTs se obtuvo tras someterlos a un proceso oxidante con 
ácido nítrico. En este caso, la modificación de los CNTs perseguía dos objetivos, 
por un lado, su inmovilización en la columna de sílice empleando APTES y 
glutaraldehído, y por otro, que los grupos carboxilos interaccionaran con el analito 
mejorando la capacidad de extracción de la columna. Al inmovilizar los c-CNTS en 
la fase de extracción la señal se incrementó hasta tres veces respecto a la fase sin 
modificar. Este incremento se debió a las interacciones de tipo π-π que podían 
establecerse entre los c-CNTs inmovilizados y los grupos aromáticos de los 
analitos, así como a las interacciones de tipo puente de hidrogeno entre los 














Estos nanomateriales también pueden ser inmovilizados en monolitos 
orgánicos, anclándolos covalentemente al material polimérico o sintetizando el 
polímero en presencia del nanomaterial, de manera que éste quede embebido en 
la red polimérica. Esta segunda opción fue la seleccionada por Ling y 
colaboradores (Ling, Zou & Chen 2017) que sintetizaron un monolito de 
poli(butilmetacrilato-co-etilendimetacrilato) en presencia de MWCNTs 
modificados con β-ciclodextrina, de manera que este material quedaba retenido 
dentro de la red polimérica, incrementándose su capacidad de extracción. El 
material desarrollado se aplicó satisfactoriamente como sorbente para la 
determinación de psolareno e isopsolareno en frutas y plasma de ratón mediante 
IT-SPME-LC.  
Para el desarrollo de un monolito de dimetacrilato de etilenglicol modificado 
con grafeno Chen et al. (2019) ha propuesto recientemente un procedimiento que 
consiste en anclar covalentemente el nanomaterial a la superficie del polímero. 
Para ello, se mezcla en un capilar de sílice previamente acondicionado con una 
dispersión del monómero, el porogen, el iniciador radicalario y el óxido de 
grafeno, de manera que cuando tiene lugar la reacción de polimerización el óxido 
de grafeno se enlaza covalentemente a la red polimérica por los grupos carboxilo. 
La columna monolítica obtenida se ha empleado satisfactoriamente como fase de 
extracción para IT-SPME acoplada a LC-MS/MS para la determinación de 
sulfonamidas en muestras de leche y carne de pollo. 
En esta tesis se han inmovilizado c-SWCNTs y c-MWCNTs en columnas 
capilares comerciales de TRB-5 y TRB-35 para la extracción y preconcentración de 





















Nanopartículas metálicas y óxidos metálicos 
Las nanopartículas metálicas y de óxidos metálicos son nanomateriales 
formados por uno, dos o tres metales y/u óxidos metálicos. Se trata de materiales 
muy interesantes desde el punto de vista de su utilización como sorbentes puesto 
que tienen una gran área superficial y elevada eficiencia de absorción (Azzouz et 
al., 2018). En los óxidos metálicos los sitios activos contienen grupos hidroxilo. 
Estos grupos pueden establecer interacciones de tipo intercambio iónico, 
actuando como catión o anión según el pH. Además, tanto las NPs de óxidos 
metálicos como las NPs metálicas pueden actuar como ácidos de Lewis, 
presentando una fuerte interacción con especies que puedan actuar como bases 
de Lewis (Xu, Wu, Ye, Yuan & Feng, 2016). Las NPs metálicas y de óxidos metálicos 
más utilizadas son las de Au, Ag, Al2O3, Fe3O4, CeO2, SiO2, TiO2, ZnO y ZrO2. A pesar 
de la amplia utilización de estos materiales como sorbente en técnicas de 
microextracción en fibra y otros formatos de extracción, su empleo en IT-SPME 
todavía no es habitual.  
Feng, Tian, Wang, Luo & Sun (2018) utilizaron como fase de extracción una 
columna capilar rellena con fibras de basalto modificadas con NPs de Au en la 
determinación de PAHs en muestras de agua mediante fibra-IT-SPME-LC-DAD. 
El TiO2 se ha empleado como fase de extracción en diferentes técnicas de 
extracción en fase sólida (SPE) y SPME para el enriquecimiento de fosfopéptidos, 
ya que se establecen interacciones mono- y bidentadas entre los átomos de 
oxígeno del grupo fosfato del fosfopéptido, el cual presenta una carga parcial 
negativa, y los átomos de titanio con una carga parcial positiva. Dado que esta 
interacción también ocurre cuando el TiO2 se encuentra en forma de NPs, y a 
causa de la elevada área superficial de este tipo de materiales, en los últimos años 
se ha incrementado el número de tratamientos de muestra propuestos que 
utilizan NPs de TiO2 como sorbente para la extracción de fosfopéptidos. Sin 














En 2008 Lin y colaboradores (Li, Xu, Wu & Feng, 2009) propusieron la 
utilización de un capilar de sílice recubierto con NPs de TiO2 para la extracción de 
fosfopéptidos. La síntesis de la fase de extracción se llevó a cabo mediante un 
proceso de deposición líquida. Para ello, una vez el capilar de sílice había sido 
activado con NaOH y tratado térmicamente, el capilar se rellenó con una 
disolución de (NH4)2TiF6 y H3BO3 y se dejó reaccionar durante 16 horas a 40 °C 
para la deposición. Seguidamente, se eliminó el exceso de reactivos y se sometió a 
un tratamiento de 300 °C durante 2 horas para incrementar la porosidad del film 
formado (Lin et al., 2008). Un procedimiento similar se empleó para la obtención 
de un capilar recubierto con NPs de SiO2 que presentaba un marcado carácter 
hidrofóbico, y que fue aplicado satisfactoriamente para la extracción de PAHs y 
disruptores endocrinos mediante IT-SPME-UV. 
Un ejemplo más reciente de la utilización de este tipo de NPs como fase de 
extracción para IT-SPME es el procedimiento descrito por Li y colaboradores para 
la determinación de fosfopéptidos mediante IT-SPME-LC-MALDI-TOF-MS, (Li et al., 
2019). En este trabajo se propone la utilización de columnas capilares rellenas de 
nanopartículas de TiO2 mesoporosas como fase de extracción. Para preparar las 
columnas de extracción, en primer lugar fue necesario sintetizar un pequeño 
segmento de monolito (1.5 mm) en uno de los extremos de la columna capilar, a 
fin de que actuara como frita impidiendo que las NPs de TiO2 escaparan. Una vez 
sintetizada la frita, se rellenó el capilar con las NPs de TiO2 empleando una 
corriente de nitrógeno. Finalmente, se sintetizó el monolito (frita) en el otro 
extremo de la columna capilar. Según los autores, la fase de extracción 
desarrollada presenta una excelente sensibilidad y selectividad para el 















Las NPs de Fe3O4 se han utilizado ampliamente como sorbente para SPME 
puesto que además de poseer las propiedades ya descritas, se trata de un 
material superparamagnético que se puede utilizar en IT-SPME magnética. Este 
tipo de IT-SPME consiste en aplicar un campo magnético a la fase de extracción de 
manera que se crea un orden magnético generando regiones con diferente 
gradiente magnético. Al procesar la muestra por el capilar de extracción sometido 
a un campo magnético determinado, los analitos diamagnéticos tienden a 
retenerse fuertemente en las regiones donde el campo magnético es mínimo, 
mejorándose la capacidad de extracción. Finalmente, para la elución se elimina el 
campo magnético externo, con lo que los analitos ya no están tan fuertemente 
retenidos y pueden ser eluidos fácilmente con el disolvente adecuado o la fase 
móvil (Moliner-Martínez, Prima-García, Ribera, Coronado & Campíns-Falcó, 2012). 
A causa de la poca estabilidad de las NPs de Fe3O4 y de su baja capacidad de 
adsorción, éstas suelen utilizarse recubiertas de otros compuestos. De esta 
manera el núcleo interno del sorbente es Fe3O4 confiriéndole propiedades 
supermagnéticas, y la parte externa es un material que actúa como sorbente y 
estabilizador de las NPs. Al sumarse ambos fenómenos de retención, se mejora 
significativamente la capacidad de extracción del material. Los materiales más 
comúnmente empleados para cubrir las NPs de óxido de hierro son sílice, alúmina, 
grafeno, polímeros y surfactantes (Hashemi, Zohrabi & Shamsipur, 2018). Por 
ejemplo, González-Fuenzalida y colaboradores proponen cubrir las nanopartículas 
metálicas con sílice y posteriormente inmovilizarlas en un capilar de sílice fundida. 
Este capilar se utilizó como fase de extracción para la determinación de triazinas 















Las NPs de Fe3O4 también pueden ser inmovilizadas en un polímero 
monolítico. Por ejemplo, Mei y colaboradores han inmovilizado este tipo de 
nanopartículas en un monolito orgánico para conferirle a la fase de extracción 
propiedades supramagnéticas. Antes de inmovilizar las NPs, éstas fueron 
recubiertas con un polímero de silicio al que posteriormente se ancló la molécula 
de 3-(metacriloxi)propiltrimetoxisilano (γ-MAPS). Esta molécula polimeriza con los 
monómeros que forman en monolito, de manera que se unen covalentemente las 
NPs al polímero. En este caso, se ha sintetizado el polímero poli(octilmetacrilato-
co-etilenglicoldimetacrilato)-Fe3O4@SiO2@γ-MAPS. Este material, se ha utilizado 
para la extracción y cuantificación de triazinas empleando IT-SPME magnética 
acoplada a LC-DAD en muestras ambientales de agua (Mei et al., 2016). 
En esta tesis, se ha estudiado la influencia en la capacidad de extracción de 
un material polimérico de tetraetilortosilicato (TEOS) y trimetoxietilsilano 
(MTEOS) dopado con NPs de Au, Ag, SiO2, TiO2, ZrO2, CuO, ZnO, Al2O3 y Fe3O4. 
Estas fases se han utilizado para la determinación de diversas sulfonilureas y 
triazinas. 
Líquidos iónicos (ILs) 
Los líquidos iónicos (ILs) son otra de las opciones utilizadas en los últimos 
años para incrementar la capacidad de extracción en las técnicas de SPME, 
incluida la IT-SPME. Los ILs son sales iónicas que se encuentran en estado líquido a 
temperatura ambiente. Generalmente, están formados por un catión orgánico 
(imidazolio, piridinio o un amonio cuaternario) y un anión inorgánico u orgánico 
(Cl-, Br-, PF6-, trifluorometilsulfonato…) (Mei, Huang & Chen, 2019). Este tipo de 
compuestos son interesantes como sorbentes puesto que pueden retener a los 
analitos a través de diferentes mecanismos de interacción tales como 
interacciones de tipo hidrofóbico e hidrofílico, de intercambio iónico, de tipo π-π 
o por puentes de hidrógeno (Masini et al., 2017).  
Inicialmente los ILs se unían covalentemente a la fase de extracción (Han, 
Wang & Liu, 2012). Sin embargo, en la actualidad se utilizan como un eslabón más 
de la cadena polimérica, es decir se añade el IL a la mezcla de monómeros y éste 
actúa como un monómero más, siendo parte de la red polimérica que forma la 
fase de extracción. El polímero obtenido presenta una elevada resistencia térmica 
y mecánica, durabilidad y mayor reutilización que los ILs por separado, 














Como ejemplos de la utilización de ILs como sorbentes para IT-SPME cabe 
citar el material propuesto por Feng, Wang, Tian, Luo & Sun, 2017 basado en el 
polímero monolítico 1-dodecil-3-vinilimidazolium el cual se utilizaba para recubrir 
fibras de acero que posteriormente se empaquetaban en un capilar PEEK, este 
material se utilizó como fase para IT-SPME-LC-DAD en la determinación de PAHs 
en agua. Además, los autores compararon la sensibilidad del procedimiento 
propuesto con otros procedimientos descritos en la literatura, concluyendo que el 
método propuesto posee 200 veces mayor capacidad de extracción que otras 
técnicas de SPME. Los límites de detección (LODs) obtenidos para los PAHs 
empleando la fase de extracción propuesta fueron inferiores a los descritos para 
IT-SPME empleando fases comerciales. En otro estudio más reciente, se ha 
propuesto un procedimiento para la determinación de ftalatos en agua 
empleando IT-SPME-LC-DAD con el mismo material polimérico, pero esta vez 
recubriendo fibras de basalto. Como en el caso anterior, se obtuvieron elevados 
factores de extracción y bajos LODs (Feng, Wang, Tian, Luo & Sun, 2018). 
Polímeros de impronta molecular (MIPs) 
Una posibilidad para mejorar la selectividad de las columnas capilares, 
consiste en utilizar como fase de extracción un polímero de impronta molecular 
(MIPs, Molecular Imprinted Polymers en inglés). Los MIPs son polímeros 
tridimensionales con huecos específicos inducidos por una molécula molde, lo 
que permite una interacción selectiva con aquellos compuestos cuya estructura es 
similar a dicha molécula. 
El procedimiento para sintetizar este tipo de polímeros es parecido al descrito 
para la síntesis de monolitos, únicamente hay que tener en cuenta que hay que 
añadir a la mezcla de monómeros la molécula molde, la cual tiene que tener una 
estructura similar a los analitos y no polimerizar con los monómeros. Cuando se 
produce la polimerización, las cadenas poliméricas crecen alrededor de la 
molécula molde en las tres dimensiones. Seguidamente se elimina la molécula 
molde obteniendo un polímero con huecos cuyo tamaño, forma e interacción 
química es específica para moléculas con una estructura similar a la estructura de 














Entre las diferentes propiedades de los MIPs (elevada resistencia térmica, 
mecánica y química, fácil síntesis y bajo coste) su selectividad es una de las más 
interesantes desde el punto de vista de su utilización como sorbente, puesto que 
se obtiene una fase de extracción creada para retener y extraer exclusivamente 
aquellos compuestos que tienen una estructura determinada. Además de la 
selectividad, los sitios específicos de estos materiales pueden mejorar la eficiencia 
de la extracción (Ansari & Karimi, 2017). 
En 2001 Mullett y colaboradores (Mullett, Martin & Pawliszyn, 2001) 
describieron por primera vez la utilización de un MIP como sorbente para IT-SPME 
empleando un capilar de extracción relleno con partículas de MIP. El material se 
aplicó satisfactoriamente a la determinación de propanolol en muestras 
biológicas. 
Otra opción para preparar fases de extracción basadas en MIPs consiste en 
sintetizar directamente el MIP dentro del capilar. Esta fue la alternativa utilizada 
por Zarejousheghani, Möder & Borsdorf (2013) a fin de desarrollar un 
procedimiento IT-SPME fuera de línea para extraer y preconcentrar 4-nitrofenol 
en muestras de aguas medioambiental. Para la síntesis del MIP emplearon 4-
nitrofenol como molécula molde, ácido metacrílico y dimetacrilato de etilenglicol 
como monómero funcional y entrecruzante, respectivamente, y acetonitrilo como 
formador de poros. 
Más recientemente, Lhotská et al., (2019) han sintetizado un MIP como fase 
de extracción en IT-SPME-LC con un detector de fluorescencia (FD) para la 
determinación de citrina en cereales y suplementos alimenticios. Después de 
comparar la capacidad de extracción de diferentes MIPs sintetizados concluyeron 
que los mejores resultados se obtenían empleando ácido 1-hidroxi-2-naftálico 
como molécula molde, acrilamida como monómero funcional, dimetacrilato de 
etilenglicol como entrecruzante y acetonitrilo como generador de poros. La 
sensibilidad y la selectividad obtenida con la fase de extracción propuesta fue 
superior a la obtenida empleando sorbentes tradicionales como una fase C18 

















Compuestos metal-orgánico estructurados (MOFs) 
Los compuestos MOFs son polímeros cristalinos de coordinación 
bidimensional o tridimensional formados por el ensamblaje de clústers metálicos 
o iones metálicos coordinados con ligandos orgánicos lo que da lugar a una 
estructura porosa (Pang, Liao, Huang, Ye & Yuan, 2019)).  
Este tipo de metriales poseen una gran área superficial (1000-10400 m2 g-1) 
son fáciles de sintetizar y modificar, y tienen una elevada resistencia química y 
térmica. Además, al tener una estructura polimérica cristalina, las moléculas que 
lo constituyen están ordenadas y el tamaño de los poros y cavidades es constante 
a lo largo de la misma. Todas estas propiedades han hecho posible que los MOFs 
se utilicen en multitud de aplicaciones como la adsorción y almacenamiento de 
CO2, hidrógeno o vapor de agua, o en catálisis, separación, magnetismo… 
(Lashgari et al., 2019). 
Entre los diferentes usos de los MOFs cabe destacar su empleo como 
sorbentes en técnicas de SPME, ya que estos materiales mejoran la estabilidad y 
selectividad de la fase extractante a causa de la uniformidad en el tamaño y 
superficie de poro. Además, al estar su estructura formada por canales separados 
por nanoespacios facilita la interacción entre el analito y los sitios activos. 
También poseen una estructura química fácilmente modificable lo que permite 
incrementar la selectividad y sensibilidad (Lashgari et al., 2019). 
Diferentes MOFs se han utilizado como sorbentes en IT-SPME. Así, Luo, Li & 
Hu (2017) han incorporado el MOF NH2-MIL-53(Al) en un monolito de 
poli(estireno-co-divinilbenceno-co-ácido metacrílico) para la extracción y 
determinación de estrógenos en orina mediante IT-SPME-LC-FD. En este caso la 















Otra opción es la propuesta por Pang et al., (2019) que utilizan una síntesis en 
dos etapas. En primer lugar se sintetiza el polímero monolítico dentro del capilar 
de forma similar a como se ha descrito en el apartado anterior. A continuación, el 
MOF se ancla covalentemente al polímero sintetizado. En este caso el MOF ZIF-8 
se ancló covalentemente al polímero poli(VA-co-ED) sintetizado dentro de un 
capilar de sílice fundida. La fase de extracción obtenida se utilizó 
satisfactoriamente para la determinación de fluoroquinonas en agua y alimentos 
mediante IT-SPME acoplada a LC-FD. 
Inmunosorbentes 
Los inmunosorbentes son compuestos biológicos que se basan en la 
interacción de reconocimiento molecular anticuerpo-antígeno. La elevada 
especificidad de este tipo de interacciones ha dado lugar a su utilización como 
sorbentes para técnicas de SPE y SPME aplicadas fundamentalmente al análisis de 
muestras ambientales y biológicas (Masini et al., 2017; Pichon, Combès & 
Delaunay, 2019).  
Un ejemplo de estas aplicaciones es la propuesta de Brothier & Pichon, 
(2013) para la extracción y determinación de microcistinas-LR en muestras de 
agua y extractos intracelulares mediante IT-SPME-NanoLC-UV. Como fase de 
extracción emplearon un capilar de sílice relleno de un monolito de TEOS y APTES 
modificado con anticuerpos monoclonales anti-micocistina-LR. Los resultados 
obtenidos pusieron de manifiesto la gran utilidad de estas fases de extracción, 
tanto por su elevada sensibilidad, selectividad y reproducibilidad, como por la 
facilidad con la que se sintetizan. Esta última faceta convierte al monolito en una 
herramienta prometedora para la síntesis de nuevas fases de extracción 
inmovilizando otras moléculas biológicas como aptámeros o receptores 
moleculares. 
En el campo del análisis ambiental, los inmunosorbentes han sido utilizados 
como fase de extracción en IT-SPME para la determinación de bisfenol A en 
muestras de agua (Li, Wang, Zhou & Zhao, 2008), así como para la determinación 
de diferentes insecticidas como deltametrina, flumetrina, flucitrinato y 
















Materiales de acceso restringido (RAMs) 
El análisis de muestras biológicas no es una tarea fácil debido principalmente 
a la presencia de macromoléculas. Estos compuestos son incompatibles con la 
mayoría de técnicas analíticas como la LC, ya que obstruyen las conducciones y/o 
empeoran la separación cromatográfica. Además, estos compuestos pueden ser 
absorbidos por la fase de extracción utilizada, disminuyendo su capacidad de 
retención, y por tanto empeorando la sensibilidad y la selectividad (Faria, 2017). 
La precipitación de las proteínas es una manera fácil y rápida de eliminar esta 
interferencia. Sin embargo, este procedimiento puede suponer una pérdida de la 
sensibilidad a causa de la co-precipitación de algunos analitos o la supresión 
iónica en espectrometría de masas por la presencia de agentes precipitantes 
(Majors, 1991). Por ello, es necesario buscar nuevas estrategias que permitan 
eliminar las proteínas de las muestras sin interferir en la posterior determinación 
o causar una pérdida de los analitos. En este sentido se propuso el uso de técnicas 
de extracción basadas en materiales de acceso restringido (RAMs). 
Los RAMs son materiales sorbentes capaces de retener diferentes tipos de 
analitos independientemente de la presencia de proteínas en la muestra. Su 
elevada selectividad se basa en un proceso de exclusión molecular. Para la síntesis 
de estos materiales se modifica la superficie del sorbente con compuestos 
hidrofílicos que impiden que las especies de mayor peso molecular como las 
proteínas interaccionen con el sorbente. Es decir, se crea una capa sobe el 
sorbente que actúa como filtro, y únicamente las moléculas de menor tamaño 
pueden ser retenidas en el sorbente (Huang et al., 2018). 
Una ventaja adicional es que estos materiales pueden combinarse fácilmente 
a fin de producir sorbentes mejorados. Por ejemplo, Souza et al., 2016 han 
sintetizado un MIP en un capilar de sílice fundida, empleando 4-vinilpiridina, 
dimetacrilato de etilenglicol y bencilparabeno como molécula molde. Una vez 
sintetizado el polímero, se pasa por el capilar una disolución de dimetacrilato de 
glicerol con peroxodisulfato de potasio y se deja reaccionar a 70 °C durante 20 h. 
Con esta segunda etapa se consigue anclar el grupo hidrofílico a la superficie del 
monolito, obteniendo una fase de extracción basada en un MIP-RAM. Esta fase de 
extracción se aplicó satisfactoriamente a la determinación de parabenos en 
muestras de leche materna mediante IT-SPME-UHPLC-MS/MS sin necesidad de 














Más recientemente, en la misma línea se ha propuesto la síntesis de un RAM 
basado en un monolito inorgánico de metiltrimetoxisilano y APTES. Una vez 
sintetizado el monolito dentro del capilar, éste se ha modificado anclando sobre 
su superficie la molécula γ-gluconolactona. La fase de extracción obtenida se ha 
empleado para la extracción y preconcentración de residuos de antibióticos en 
muestras de leche (Huang et al., 2018). 
Monolitos 
Una de las características más importante de los materiales monolíticos es su 
estructura, ya que presentan macroporos y mesoporos. Los macroporos aseguran 
un trasporte dinámico rápido lo que permite incrementar el flujo de la fase móvil, 
disminuyéndose el tiempo de análisis y sin producir un incremento significativo de 
la presión respecto al uso de columnas particuladas. Además, la transferencia de 
masa por convección está favorecida, lo que es preferible en los procesos de 
extracción (Queiroz & Melo, 2014). 
Dependiendo de la naturaleza de los monómeros, los monolitos se pueden 
clasificar en monolitos orgánicos, monolitos basados en silicio y monolitos 
híbridos. A su vez, los monolitos pueden ser modificados inmovilizando sobre su 
superficie una molécula u otro material o nanomaterial. La modificación de su 
superficie puede realizarse en otra etapa diferente a la síntesis, o in-situ si se 
añade el material a inmovilizar a la mezcla de monómeros. 
La síntesis del material monolítico orgánico es un procedimiento sencillo 
basado en una reacción de polimerización que normalmente se produce in-situ y 
únicamente requiere de una mezcla de monómeros (monómero funcional y 
entrecruzante), un iniciador radicalario (el más utilizado es el 
azobisisobutironitrilo, AIBN) y una mezcla de disolventes denominada porogen, 
cuya función es formar los poros. Seguidamente, la mezcla homogeneizada se 
introduce dentro de una columna capilar, que previamente ha sido tratada, y se 
inicia la reacción de polimerización. Dicha reacción se puede iniciar fotoquímica o 














En la literatura se pueden encontrar gran cantidad de trabajos que proponen 
la utilización de monolitos orgánicos de diferente naturaleza como fase de 
extracción para IT-SPME. En el campo del análisis ambiental, Wu y colaboradores 
(Wu, Xu, Jiang, Wang & Ding, 2018) proponen la utilización de un monolito de 
poli(octadecil metacrilato-co-etilen dimetacrilato) para la determinación de ácidos 
grasos trans en muestras de café instantáneo. El material sorbente desarrollado 
posee un marcado carácter hidrofóbico, siendo adecuado para la extracción de 
analitos apolares como los ácidos grasos. Los mismos autores han descrito la 
utilización de un monolito de poli(ácido metacrílico-co-dietilbenceno) para la 
determinación de micotoxinas en muestras de cereales. 
Para el análisis de tiazoles en muestras de agua ambientales se ha empleado 
un monolito de poli(4-vinilpiridina-co-etilendimetacrilato) (Pang, Mei, Yuan & 
Huang, 2018). En la misma línea se han determinado PAHs en muestras de agua y 
leche empleando como fase de extracción un monolito de poli(9-vinylantraceno-
co-dimetacrilato de etilenglicol) (Pang, Yuan & Huang, 2018).  
Los monolitos orgánicos también se han empleado como fase de extracción 
en IT-SPME para el análisis clínico. Así, se ha utilizado un monolito de 
poli(butilmetacrilato-co-dimetacrilato de etilenglicol) para la extracción de 
diferentes medicamentos antipsicóticos y sus metabolitos en muestras de sangre 
(Beloti, Miranda & Queiroz, 2019). También se han determinado alcaloides 
procedentes del tabaco en muestras de orina mediante IT-SPME acoplada a LC-MS 
empleando para la extracción una columna rellena con poli(N-isopropilaclilamida-















Los monolitos inorgánicos están basados mayoritariamente en el empleo de 
silicio, y se sintetizan mediante una reacción sol-gel que tiene lugar en dos etapas. 
En la primera etapa se produce la hidrólisis de los alcoxisilanos (monómeros); para 
que esta reacción tenga lugar es necesario añadir un catalizador, normalmente 
HCl o NH4OH. En la segunda etapa se produce la policondensación de los 
alcóxidos, es decir, se unen los monómeros a través de enlaces Si-O-Si formando 
cadenas poliméricas entrelazadas, y por tanto el monolito. Para generar los 
mesoporos y macroporos se puede emplear PEG o urea. La estructura de los 
alcoxisilanos definirá la naturaleza del monolito, especialmente los grupos 
funcionales presentes en la superficie, y por tanto, el tipo de interacciones que 
puede establecer con los analitos, es decir, la afinidad de la fase extractiva por los 
analitos. 
La síntesis de este tipo de monolitos es mucho más delicada y complicada en 
comparación con los monolitos orgánicos debido a la contracción del material 
polimérico, lo que puede provocar la rotura de material sintetizado (Masini et al., 
2017). Una solución a este problema consiste en sintetizar el monolito dentro de 
un capilar de sílice y anclarlo covalentemente a sus paredes. La estructura y 
tamaño de poro también es diferente respecto a los polímeros orgánicos; ambos 
tienen macroporos de entre 1-2 µm que permiten trabajar a flujos más elevados 
sin un aumento de la presión. Sin embargo, los polímeros inorgánicos de silicio 
presentan mesoporos con un tamaño de aproximadamente 13 nm que le 
confieren altas áreas superficiales. Esto permite que se establezcan un mayor 
número de interacciones entre el monolito y los analitos (Masini et al., 2017). 
Además, el número de alcóxidos (monómeros) es mucho más reducido que el 
número de monómeros orgánicos, lo que limita la variedad de monolitos que se 
pueden sintetizar. 
A causa de la dificultad y de la baja precisión de la síntesis, los monolitos 
inorgánicos no han sido ampliamente utilizados como fase de extracción en IT-
SPME. Sin embargo, sí se han utilizado como fase estacionaria debido su gran 














Los monolitos híbridos orgánicos-inorgánicos están formados por monómeros 
orgánicos e inorgánicos que polimerizan entre sí. Se trata de una alternativa 
interesante puesto que combina las propiedades de los polímeros inorgánicos 
como la elevada área superficial, la presencia de mesoporos y la elevada 
estabilidad mecánica con la resistencia química (amplio rango de pH de trabajo) o 
la facilidad de preparación propia de los polímeros orgánicos (Masini et al., 2017).  
El uso de este tipo de materiales se ha extendido desde que en el año 2000 
Hayes y Malik (Hayes & Malik, 2000) propusieran por primera vez su síntesis. Hoy 
en día se pueden encontrar diversos ejemplos de la utilización de monolitos 
híbridos como fase de extracción para IT-SPME (Lv et al., 2016; Zajickova, 2016; 
Miranda, Gonçalves & Queiroz, 2019) 
En todos los casos, la estructura y presencia de determinados grupos 
funcionales en los monómeros define las interacciones que tienen lugar entre el 
analito y la fase de extracción, y por tanto la capacidad de extracción de ésta. Es 
decir, la selectividad y en menor medida la sensibilidad de la extracción va a 
depender de la estructura de los monómeros y los analitos. Por tanto es 
interesante diseñar fases de extracción con una buena afinidad por los analitos. 
En esta línea se han sintetizado fases de extracción que aprovechan la 
afinidad entre el ácido bórico y los compuestos con grupos cis-diol para la 
extracción selectiva de carbohidratos, ácido ribonucleico, nucleótidos, 
glicopéptidos o glicoproteínas (Masini et al., 2017). Para la obtención de la fase 
monolítica con grupos borato en su superficie se puede emplear como monómero 
funcional el ácido 4-vinilfenilborónico (VPBA) o el ácido 3-acrilamidofenilborónico. 
Por ejemplo, Janků, Komendová & Urban, 2016 aprovecharon esta particular 
afinidad para la extracción y preconcentración de dopamina en muestras de orina.  
Aparte de la afinidad por los grupos cis-diol, el grupo borato puede actuar 
como base de Lewis, interaccionando con aquellos analitos que contienen algún 
grupo funcional que actúe como donador de electrones, como el grupo amino 
(Hu, Zhang, Zhang, Huang & Yuan, 2014). Además, también puede interaccionar a 
través de interacciones de tipo hidrofóbicas, π-π y puentes de hidrógeno (Espina-
Benítez, Randon, Demesmay & Dugas, 2017). Por ello, se han utilizado monolitos 
con grupos borato para la extracción y preconcentración de contaminantes con 
átomos de nitrógeno en su estructura (Hu et al., 2014) o herbicidas tipo 














Este último tipo de monolitos también ha sido estudiado en esta tesis. 
Concretamente se ha sintetizado un monolito con grupos borato dentro de un 
capilar de sílice fundida. Éste se ha utilizado como fase de extracción en IT-SPME 















1.4 MICROEXTRACIÓN EN JERINGA (MEPS) 
La microextracción en jeringa (MEPS, en inglés Microextraction in Packed 
Syringe) es otra técnica de tratamiento de muestra que, al igual que la IT-SPME, 
permite la extracción y preconcentración de los analitos, y puede ser acoplada 
tanto a GC como a LC.  
La MEPS, propuesta en 2004 por Abdel-Rehim (Abdel-Rehim, 2004), es una 
miniaturización de la SPE en la que la cantidad de sorbente se reduce a unos 
pocos mg que se sitúan directamente dentro de una jeringa, cuyo volumen 
dependerá del volumen de muestra a procesar (Figura 7). La metodología de la 
extracción es similar a la SPE en cartucho. En primer lugar se acondiciona la fase 
de extracción; a continuación se hace fluir un determinado volumen de muestra 
de forma que los analitos quedan retenidos en el sorbente. Seguidamente, si se 
requiere, se eliminan interferentes mediante lavado. Finalmente se eluyen los 
compuestos de interés empleando un volumen reducido de disolvente orgánico o 
disolución tampón. 
 
Figura 7. Diagrama de una jeringa para MEPS. 
 
La MEPS puede acoplarse a LC, GC o directamente a un detector de masas. En 
el caso de la GC simplemente hay que sustituir la jeringa del inyector automático 
por otra que contenga el material sorbente, y programar el inyector para que 
realice las diferentes etapas del procedimiento de extracción (acondicionamiento, 














Para esta técnica de tratamiento de muestra el material sorbente también es 
un parámetro a tener en cuenta para que la extracción sea selectiva y eficiente. 
Como sorbentes se han empleado materiales clásicos como partículas de sílice 
recubiertas con fases C2, C8 y C18, o partículas poliméricas de poliestireno 
(Moein, et al., 2017). Grueiro-Noche y colaboradores propusieron la utilización de 
partículas de fase C18 como sorbente para la extracción y preconcentración de 
medicamentos antiinflamatorios en muestras de agua empleando GC-MS. En este 
caso la extracción se realizó en línea sustituyendo la jeringa del inyector 
automático por otra con el material sorbente. (Grueiro-Noche, Fernández-
Laespada, Pérez-Pavón, Moreno-Cordero & Muniategui-Lorenzo, 2011).  
En la literatura se ha propuesto la utilización de otros materiales sorbentes 
para incrementar la capacidad de extracción y la selectividad. Así Soleimani, 
Bahrami, Afkhami & Shahna, 2018 propusieron la utilización de partículas de un 
MIP formado por ácido metacrílico y dimetacrilato de etilenglicol y ácido 
mandélico como molécula molde para la determinación de ácido mandélico y dos 
de sus metabolitos en muestras de orina, empleando LC-UV para la separación y 
detección. 
Otra opción es la propuesta por Mashile, Mpupa & Nomngongo (2018), que 
consiste en la utilización como sorbente de partículas de carbón activo modificado 
con citosán. Dicho sorbente se aplicó a la determinación de parabenos en 
muestras de agua residual procedentes de una planta de tratamiento de agua.  
Mousavi et al. (2019) han utilizado como sorbente partículas de un polímero 
que contiene un IL de imidazol para la extracción y preconcentración en línea de 
herbicidas tipo fenoxi en muestras de agua, y su posterior determinación por GC 
con detector de ionización de llama (GC-FID). El material también se aplicó 
satisfactoriamente a la determinación de PAHs y clorofenoles. 
En esta tesis se propone la utilización de cenizas de café como sorbente para 
la extracción fuera de línea mediante MEPS de compuestos de amonio 















1.5 CROMATOGRAFÍA LÍQUIDA EN MODO HILIC 
La LC es una de las técnicas más utilizadas para el análisis de todo tipo de 
compuestos en una amplia variedad de campos. La separación cromatográfica 
puede tener lugar bajo diferentes modos de trabajo. La separación en fase reversa 
es la más común, y se basa en la distribución de los analitos entre una fase 
estacionaria apolar y una fase móvil polar. Por tanto, se produce un aumento de 
la retención de los analitos cuando la polaridad de la fase móvil se incrementa, 
y/o cuando disminuye la polaridad de los analitos y de la fase estacionaria. La 
elución de los analitos principalmente tiene lugar en orden decreciente de 
polaridad, es decir, primero se eluyen los más polares, siendo la baja retención de 
este tipo de compuestos la principal limitación de la elución cromatográfica en 
fase reversa. 
En el lado opuesto se sitúa la elución en fase normal. En este caso se trabaja 
con una fase estacionaria polar y una fase móvil apolar, que suele ser una mezcla 
de disolventes orgánicos apolares (como hexano o cloroformo) en la que hay que 
controlar adecuadamente el porcentaje de agua. Bajo este modo de separación, la 
elución tiene lugar en orden creciente de polaridad, siendo los analitos más 
polares los que más interaccionan con la fase estacionaria, y por tanto más se 
retienen. Los principales inconvenientes de este modo de separación 
cromatográfica son la baja solubilidad de los compuestos polares en los 
disolventes apolares que se utilizan como fase móvil, y los riesgos ambientales y 















En 1990 Alpert propuso como alternativa a la cromatografía en fase normal la 
llamada cromatografía de líquidos de interacción hidrofílica (hydrofílic interaction 
liquid chromatography, HILIC), para la separación y determinación cuantitativa de 
analitos hidrofílicos (Alpert, 1990). Está técnica se basa en el empleo de una fase 
estacionaria polar y una mezcla de disolventes orgánicos próticos y apróticos con 
un bajo porcentaje de agua como fase móvil. El carácter hidro-orgánico de la fase 
móvil es una ventaja para el acoplamiento con espectrometría de masas, 
especialmente en aquellos detectores que utilizan ionización por electrospray, ya 
que mejora la eficiencia de la ionización (Nguyen & Schug, 2008). Además, la 
composición de la fase móvil es adecuada para disolver los compuestos más 
hidrofílicos resolviendo así uno de los principales inconvenientes de la elución en 
fase normal. En consecuencia, la cromatografía basada en HILIC permite la 
retención y separación de los compuestos más polares y/o compuestos iónicos. 
Desde su introducción este tipo de cromatografía ha ido ganando adeptos, 
convirtiéndose en una herramienta muy útil para la determinación de un amplio 
número de compuestos polares como neurotransmisores, toxinas, aminoácidos, 
péptidos, proteínas, carbohidratos, nucleótidos, medicamentos o contaminantes 
ambientales (Taraji et al., 2018; Marrubini, Appelblad, Maietta & Papetti, 2018; 














A pesar de la gran cantidad de procedimientos que emplean HILIC, aún 
existen discrepancias sobre el mecanismo de retención, y por tanto de separación. 
La teoría más aceptada explica el mecanismo de retención considerando las 
particiones hidrofílicas de la fase móvil. Los partidarios de esta teoría defienden 
que la superficie polar de la fase estacionaria atrae a las moléculas de agua 
presentes en la fase móvil, creándose una capa rica en agua alrededor, de manera 
que el porcentaje de agua es mayor en la zona próxima a la fase estacionaria que 
en la zona más alejada. Los analitos se distribuyen según su polaridad en la fase 
móvil, quedando los más polares más cerca de la fase estacionaria, y por tanto 
reteniéndose más (Kartsova, Bessonova & Somova, 2019). En la Figura 8, se 
muestra un esquema del mecanismo de retención de un analito hidrofílico según 
esta teoría. Obviamente, el mecanismo de retención es mucho más complejo ya 
que la retención no se debe únicamente a este fenómeno, sino que también hay 
que considerar las interacciones tipo hidrofóbicas, π-π, puentes de hidrógeno e 
intercambio iónico que pueden establecerse entre los analitos y la fase 
estacionaria (Jandera & Janás, 2017). La superposición de todos estos efectos, los 
cuales se pueden potenciar o minimizar seleccionado la fase estacionaria y la 
composición de la fase móvil, dan lugar a un método de separación que permite 
incrementar la selectividad y la resolución de la separación cromatográfica para 
compuestos polares y/o iónicos respecto de los métodos de separación 
tradicionales (McCalley, 2017). 
 














Como se ha comentado anteriormente, en HILIC se utiliza una fase móvil de 
carácter hidro-orgánico, generalmente compuesta por un disolvente orgánico en 
un determinado porcentaje (60-95 %) mezclado con agua o una disolución tapón 
(5-40 %). El porcentaje de disolución tampón en la fase móvil definirá el espesor y 
la composición de la capa acuosa formada alrededor de la fase estacionaria; se 
requiere un mínimo del 2 % para su formación (Taraji et al., 2018).  
Normalmente, para la fase móvil se emplea como disolvente orgánico 
acetonitrilo o etanol y un tampón formiato o acetato de amonio. El pH y la fuerza 
iónica de la disolución también afectan a la separación cromatográfica, ya que 
según el pH de la fase móvil los analitos pueden estar en forma iónica y por tanto 
interaccionar más o menos con la fase estacionaria. La fuerza iónica afecta a las 
interacciones electroestáticas entre los analitos y la fase estacionaria, 
observándose un incremento de la retención de los analitos polares y neutros al 
incrementar la fuerza iónica de la disolución tampón (McCalley, 2017). 
Respecto a la fase estacionaria, ésta debe tener un carácter hidrofílico que 
permita adsorber las moléculas de agua y se pueda crear la capa hidrofílica sobre 
su superficie. Desde la introducción de la HILIC se han diseñado diferentes fases 
estacionarias sobre soportes de sílice, polímeros o materiales híbridos 
funcionalizados con moléculas con grupos polares como diol, amina, amino, ciano, 
urea, triazol, aminoácidos, péptidos, PEG, poli(succinimida) y sus derivados, 
sulfoalquilbetaína, ciclodextrina, polivinilalcohol, pentafluorofenil-propil o líquidos 
iónicos (Taraji et al., 2018). 
En la presente tesis se ha empleado como fase estacionaria una columna 
rellena con partículas de sílice modificadas con sulfoalquilbetaína, un compuesto 
ziwitterión que se ancla a la partícula de sílice por el extremo del grupo amino 
cargado positivamente, quedando el grupo sulfito (cargado negativamente) más 
alejado de la partícula de sílice. En la Figura 9 se muestra la estructura del 
compuesto empleado como fase estacionaria. 
 















Al igual que las separaciones en fase reversa, la HILIC también ha sido 
utilizada en técnicas cromatográficas miniaturizadas. En la Tabla 5 se muestran los 
procedimientos analíticos descritos en la literatura que emplean HILIC-NanoLC 
para la separación y determinación de analitos polares. A causa de la escasa 
disponibilidad de fases estacionarias adecuadas para NanoLC, en la mayoría de los 
trabajos incluidos en la Tabla 5 la fase estacionaria utilizada ha sido sintetizada 
por los propios investigadores. 
Además, se han descrito diferentes procedimientos en los cuales la extracción 
mediante IT-SPME también se realiza en modo HILIC, lo que favorece la extracción 
y preconcentración de los analitos polares. En esta línea, Wang, X. et al. (2017) 
sintetizaron un material sorbente monolítico a partir de urea y formaldehído que 
posteriormente modificaron con hialuronato de sodio. Para que la extracción 
tuviera lugar en modo HILIC, utilizaron un sistema de dos válvulas, una de ellas 
con un loop de acero inoxidable y la otra con el capilar relleno con el material 
sorbente, de manera que la muestra se cargaba en el loop de acero inoxidable 


























Tabla 5. Procedimientos de HILIC-NanoLC descritos en la literatura. 
Analitos Matriz Fase estacionaria Fase móvil Referencia 
Efedrina y derivados Patrones 
Ciano, aminopropil, 
diol, y Luna-HILIC 
















Chen et al. 
(2013) 



















ACN: NH4CHO2,  
pH 10 












Wu, H. et al. 
(2018) 




Péptidos complejos Proteínas Amida ACN:NH4Ac 

















1.6 ANALITOS ESTUDIADOS 
 1.6.1 Pesticidas 
Los pesticidas son substancias químicas de origen natural o sintético que se 
utilizan para prevenir, contener o eliminar plagas, incluyendo los vectores de 
enfermedad humana o animal y las especies de plantas, animales o insectos que 
ocasionan un daño duradero o interfieren en la producción o almacenamiento de 
alimentos (Milne, 2018). Por tanto se trata de compuestos tóxicos para la plaga 
que se quiere combatir. Hoy en día, el uso de pesticidas se ha extendido a otras 
áreas diferentes al cultivo de alimentos, tales como el cuidado de zonas verdes 
urbanas o de campos deportivos, la fabricación de champús para animales, de 
materiales de construcción o en recubrimientos para barcos, todos ellos 
destinados a la prevención y/o eliminación de organismos indeseados 
(Nicolopoulou-Stamati et al., 2016).  Los pesticidas se pueden clasificar según su 
toxicidad, estructura o uso. En la Tabla 6 se muestran las principales familias de 
pesticidas atendiendo a su estructura química, además de algunos ejemplos y el 
tipo de plagas sobre el que actúan. 
En los estudios realizados en esta tesis se han utilizado pesticidas de 
diferentes familias, como triazinas, fenilureas, compuestos organofosforados o 
sulfonilureas. Cabe destacar que en algunos de ellos no solo se ha estudiado el 
pesticida aplicado, sino que también se han considerado algunos de sus 
principales productos de degradación. Este es el caso de la 2-hidroxiterbutliazina y 
la desetil-terbutilazina, dos productos de degradación de la terbutilazina, o el caso 
del metil-2-(aminosulfonil) benzoato y la 2-metoxi-4-metilamino-6-metil-1,3,5-



















Tabla 6. Clasificación de las principales familias de pesticidas y sus aplicaciones. 





Carbaril, aldicarb, mancoceb, 
ditiocarbamato 
Compuestos bipiridilos Herbicida Diquat, paraquat 
Compuestos inorgánicos Acaricida, 
rodenticida, 
herbicida 
As2O3, fosfito de Mg, 
PbHAsO4, Sb, Hg, Se, Tl. 





Tributilo de estaño, acetato 





DNOC, dinoterb, dinocap 





Fenilureas Herbicida Dinurón, fluometurón, linurón 
Neonicotinoides Insecticida Imidacloprid, tiametoxam 




Fenamifós, fentión, clorpirifós, 
fenitrotión 
Piretroides Insecticida Cipermetrina, permetrina, 
fanvalerato 







A continuación, se describen las diferentes familias de pesticidas utilizadas en 















Las triazinas son uno de los tipos de herbicidas más utilizados. Su origen data 
de 1952, cuando J. R. Geighy desarrolló varios derivados triazínicos y propuso su 
uso como pesticidas. Su empleo creció a lo largo de la década de los 60 hasta 
convertirse en una de las familias de herbicidas más utilizadas en la actualidad. Su 
utilización no solo se limita al cultivo intensivo de maíz y cereales; también se 
utiliza para eliminar y evitar la aparición de maleza en carreteras y líneas 
ferroviarias o para combatir la esterilización del suelo o en la reforestación con 
pinos (Papadopoulos et al., 2012). Algunas triazinas también pueden usarse como 
fungicidas; este es el caso del irgarol®-1051, que se añade a las pinturas de los 
cascos de los barcos para evitar la acumulación de biota sobre su superficie (Lam 
et al., 2005).  
Los herbicidas de tipo triazinas suelen aplicarse directamente al cultivo, 
depositándose sobre las hojas y la tierra, para posteriormente ser absorbidos por 
la planta a través de las hojas y las raíces. Una vez absorbido, el herbicida actúa 
inhibiendo la reacción de Hill y la absorción de CO2 durante la fotosíntesis, 
ocasionando la muerte de la planta (Cañero et al., 2011). Cabe destacar que este 
tipo de pesticidas afecta principalmente a plantas de menor tamaño, ya que las 
plantas de gran tamaño son capaces de metabolizarlos. Por tanto, los pesticidas 
tipo triazinas son en todo caso adecuados y de gran utilidad para el control de la 
maleza sin afectar a los cultivos. 
Respecto a su estructura química, las moléculas de triazinas contienen un 
anillo similar al benceno con tres átomos de carbono reemplazados por tres 
átomos de nitrógeno. Los tres isómeros de la triazina se distinguen por las 
posiciones de los átomos de nitrógeno y reciben el nombre de 1,2,3-triazina, 
1,3,4-triazina y 1,3,5-triazina. Este último isómero, que también se conoce como 
s-triazina, es el más importante puesto que la mayoría de los herbicidas tipo 














Los derivados de la s-triazina se forman por adición de sustituyentes en las 
posiciones 2, 4 y 6 del anillo. En la posición 2 se suele introducir un grupo 
funcional tipo cloruro, tioalquil o metoxi, mientras que en las posiciones 4 y 6 se 
enlazan grupos amino sustituidos. Las propiedades de físico-químicas de las 
triazinas derivadas de la s-triazina varían en función de los sustituyentes. Se trata 
de bases débiles cuyo pKa depende principalmente del grupo situado en la 
posición 2. En medio acuoso y en suelos pueden existir en forma neutra o 
protonada según el pH del medio en que se encuentran. Son además compuestos 
solubles en agua y de un marcado carácter polar (log Kow entre 1.9 y 4.0) lo cual 
dificulta su análisis. En la Tabla 7 se muestran las triazinas utilizadas en este 
trabajo, su estructura y las propiedades físico-químicas más relevantes para los 
estudios realizados en el presente trabajo. Cabe destacar que todas las triazinas 
utilizadas en los diferentes estudios derivan del isómero 1,3,5-triazina, a 
excepción de la metribuzina, cuya estructura se basa en el isómero 1,3,4-triazina. 
Se estima que las plantas solo absorben el 0.1 % de la cantidad total de 
pesticida aplicado, mientras que el resto permanece en el medio ambiente. El 
exceso de herbicida tipo triazina que no es absorbido por las plantas se puede 
quedar depositado en el suelo durante un largo periodo de tiempo. Además, dado 
su carácter polar y su solubilidad en agua, las triazinas pueden ser desorbidas del 
suelo por el agua de lluvia o procedente del riego, y migrar hacia aguas 
superficiales o subterráneas (Stara et al., 2016). Asimismo, las triazinas en el 
medio ambiente pueden ser degradadas a través de diferentes mecanismos como 
la oxidación, la desalquilación o por reacciones de descloración (Sabik, Jeannot & 
Rondeau, 2000), dando lugar a productos de degradación que en la mayoría de 
casos son más perjudiciales, puesto que son más polares que el propio pesticida 
aplicado y presentan mayor movilidad en el medio ambiente. En esta tesis se han 
incluido algunos productos de degradación de los pesticidas atrazina, terbutilazina 















Tabla 7. Estructura y log Kow de las triazinas y productos de degradació estudiados. 













































Diferentes estudios ponen de manifiesto que las triazinas no solo perjudican a 
las plantas, sino que también afectan a otros seres vivos como peces, anfibios, 
mamíferos o seres humanos, ya que pueden actuar como disruptores hormonales 
y están relacionadas con la aparición de algunos tipos de cáncer (Hostovsky et al., 
2015; Saka, Tada & Kamata, 2018; Ma et al., 2015; Tariba Lovakovíc et al., 2017; 
Mostafalou & Abdollahi, 2017). Por todo ello, diferentes organismos han 
establecido legislaciones para el control del contenido de este tipo de pesticidas 
en muestras de agua destinada al consumo humano, en agua ambiental y en 
alimentos. Por ejemplo, la Agencia de Protección Medioambiental de EE.UU. (EPA) 
establece 3 µg L-1 como la concentración máxima de atrazina permitida en 
muestras de agua destinada al consumo humano (United States Environmental 
Protection Agency, 2017). En cambio, en la Unión Europea la legislación es más 
estricta, puesto que se considera que un agua no es apta para el consumo 
humano cuando la concentración de cada triazina individualmente es superior a 
0.1 µg L-1 o la suma total de las concentraciones de todos los pesticidas supera los 
0.5 µg L-1 (Directiva 98/83/CE del Consejo del 3 de noviembre de 1998). 
Para las aguas ambientales la normativa europea establece que la 
concentración máxima permitida para la atrazina es 0.6 µg L-1, y 1 µg L-1 para la 
terbutilazina y la simazina (Directiva 2013/39/UE del Parlamento Europeo y del 
























Las sulfonilureas contienen en su molécula un átomo de azufre unido a dos 
átomos de oxigeno que actúa como puente entre un anillo de benceno, sustituido 
en posición orto al enlace con el azufre, y entre un anillo heterocíclico de triazina 
o piridina, con una o las dos posiciones meta sustituidas. En la Tabla 8 se 
muestran las sulfonilureas utilizadas en esta tesis y sus respectivos log Kow. Como 
se puede observar, se ha optado por trabajar con sulfonilureas polares con un 
anillo tipo triazínico. 
Tabla 8. Estructura y log Kow de las sulfonilureas estudiadas. 














Las sulfonilureas actúan impidiendo el desarrollo, crecimiento y expansión de 
la maleza. Su mecanismo de actuación se basa en la inhibición de la enzima 
acetohidroxiácido sintasa, clave para la síntesis de los aminoácidos ramificados 














Las sulfonilureas fueron comercializadas como herbicidas en año 1982 por la 
compañía Dupont Corporation. Su uso está destinado principalmente al control de 
la maleza en cultivos de cereales, frutas y verduras como arroz, cebada, lino, 
fresas, patatas o tomates. Desde su comercialización, se han desarrollado cerca de 
40 sulfonilureas diferentes, y dado su alta eficacia y baja toxicidad para los 
mamíferos, su uso se ha extendido convirtiéndose en el segundo tipo de 
pesticidas más utilizado a nivel mundial después de los glifosatos. En el mercado 
se pueden encontrar actualmente más de 30 productos fitosanitarios que 
contienen sulfonilureas en su composición (Ni et al., 2018). 
El uso masivo de este tipo de pesticidas se ha convertido en un problema 
ambiental, no solo por su alta persistencia en suelos, sino también a causa de su 
movilidad, ya que se trata de compuestos solubles en agua con una polaridad 
media-alta (Pergal et al., 20018). Se han encontrado restos de sulfonilureas en 
muestras atmosféricas, de suelo, agua y productos agrícolas (trigo, maíz, frutas o 
verduras) (Gure et al., 2004). Para proteger la salud del consumidor, la UE ha 
establecido unos valores máximos de residuo permitidos (MLR) para diferentes 
sulfonilureas en aquellos alimentos en cuyo cultivo se suelen emplear este tipo de 
herbicidas (R (CE) no 396/2005 del Parlamento Europeo y la Comisión, del 23 de 
febrero de 2005). Sin embargo, en la actualidad las sulfonilureas no están 























1.6.1.3 Compuestos organofosforados 
Los compuestos organofosforados son moléculas complejas, normalmente 
aminas, ésteres o tioles derivados del ácido fosfórico. A pesar que el primer 
compuesto organofosforado fue sintetizado y descrito en el siglo XIX, estos 
productos no fueron utilizados ampliamente hasta la Segunda Guerra Mundial, 
cuando diferentes compuestos como el sarín y el tabún se utilizaron en la 
fabricación de gas nervioso. En la actualidad la utilización de estos compuestos 
está prohibida por el Tratado Internacional sobre Armas Químicas. 
Posteriormente se ha sintetizado una nueva generación de compuestos 
organofosforados de menor toxicidad que se emplean como insecticidas y 
herbicidas. Se estima que existen alrededor de 140 compuestos organofosforados 
diferentes que se emplean con esta finalidad (Eto, 2018). 
Su mecanismo de actuación se basa en la inhibición de la enzima 
colinesterasa, produciendo un aumento de acetilcolina en las terminaciones 
motoras lo que puede llegar a ocasionar parálisis muscular y finalmente la muerte 
(Chowdhary, Bhattacharyya & Benerjee, 2014).  
En la Tabla 9, se muestran la estructura y el log Kow de los compuestos 
organofosforados utilizados en la presente tesis.  
Tabla 9. Estructura y log Kow de los pesticidas organofosforados estudiados. 



























Al igual que las triazinas, los compuestos de la familia de las fenilureas actúan 
sobre el proceso de fotosíntesis de las plantas, inhibiendo el fotosistema II 
(Marlatt & Martyniuk, 2017). Desde la década de los 50 estos compuestos se han 
utilizado como herbicidas en el cultivo de algodón, zanahorias, patatas, soja o 
caña de azúcar, así como para evitar el crecimiento de maleza en líneas de 
ferrocarril u otro tipo de infraestructuras (Gatidou, Stasinakis & Latrou, 2015). 
Se ha observado que estos compuestos pueden ser perjudiciales para los 
animales vertebrados especialmente peces y anfibios, ya que actúan como 
disruptores endocrinos (Orton, Lutz, Kloas & Routledge, 2009; Marlatt et al., 
2017). 
Las fenilureas son compuestos cuya estructura molecular consiste en un 
anillo de benceno unido a una molécula de urea y con sustituyentes en las 
posiciones meta y para respecto al carbono unido a la urea. Son sustancias 
solubles en agua que habitualmente son detectadas en aguas ambientales. Por 
ejemplo, Loos y colaboradores analizaron diferentes ríos de Europa y detectaron 
diurón en el 70 % de las muestras (Loos et al., 2009).   
Como respuesta, en 2013 la Unión Europea incluyó a las fenilureas diurón e 
isoproturón en la lista de sustancias prioritarias, estableciendo una concentración 
máxima permitida en aguas continentales de 0.2 µg L-1 para el diurón y 0.3 µg L-1 
para el isoproturón (Directiva 2013/39/UE del Parlamento Europeo y del Consejo, 
del 12 de agosto de 2013). Ambas fenilureas, catalogadas como sustancias 
prioritarias, así como otros compuestos de la misma familia, se han incluido en los 
diferentes estudios realizados en la presente tesis. En la Tabla 10, se muestran las 



















Tabla 10. Estructura química y log Kow de los pesticidas tipo fenilurea estudiados. 
















1.6.1.5 Otros pesticidas 
En los diferentes estudios realizados a lo largo de la presente tesis se han 
incluido otros pesticidas como el bifenox, la cipermetrina, la trifluralina y el 
piriproxifeno. Los tres primeros están catalogados como contaminantes 
prioritarios en la legislación europea (Directiva 2013/39/UE del Parlamento 
Europeo y del Consejo, del 12 de agosto de 2013). La estructura de estos cuatro 
pesticidas y su log Kow se muestran en la Tabla 11. 
El bifenox es un herbicida de la familia de los difenil éteres utilizado 
principalmente en el cultivo de cereales. Este compuesto actúa destruyendo la 
pared celular, inhibiendo la fotosíntesis y la acción de la protoporfirinógeno 
oxidasa, enzima que participa en la última etapa del proceso de síntesis de la 


















Tabla 11. Estructura y log Kow de los pesticidas bifenox, trifluralina, piriproxifeno y 
cipermetrina. 














Como se puede observar en la Tabla 11, su estructura molecular consiste en 
un difenil éter con diferentes sustituyentes en los anillos aromáticos. Se trata de 
un pesticida con una elevada movilidad, a pesar de su relativa alta absorción en el 
suelo, característica que lo convierte en una substancia perjudicial para el medio 
acuático (Dayan & Duke, 2010). 
Otro de los pesticidas incluidos en este apartado es el piriproxifeno. Se trata 
de un compuesto derivado de la piridina (ver Tabla 11) que se emplea como 
insecticida, especialmente contra el mosquito (Truong, Gonnerman, Simonich & 
Tanguay, 2016). Su elevada eficacia se debe a su estructura similar a la hormona 
del crecimiento de los mosquitos, lo cual inhibe la metamorfosis de las larvas 
destruyéndolas (Invest & Lucas, 2008). Además, su baja toxicidad en humanos ha 
permitido su uso en depósitos de agua destinados al consumo humano para 
controlar y eliminar las poblaciones de mosquitos (Yunta, 2016). 
Por su parte, la cipermetrina pertenece al grupo de los piretroides, se emplea 
para el control de plagas en agricultura y en el ámbito de la salud pública. 
Además, se trata de un ingrediente frecuente en los productos domésticos de 
higiene personal y en champús para mascotas (Ji et al., 2019; Teerlink, Hernández 














Su mecanismo de actuación es complejo. A grandes rasgos, la cipermetrina 
actúa como una neurotoxina que cierra los canales de sodio provocando que las 
células nerviosas no se cierren y el sodio circule libremente por su interior dando 
lugar a un estado de hiperexcitación, espasmos musculares incontrolados y, 
finalmente, la muerte (Boumba, Rallis & Vougiouklakis, 2017). Se trata de un 
producto con una baja toxicidad para la mayoría de vertebrados, aunque sí puede 
afectar a su calidad de vida ya que puede ocasionar alteraciones endocrinas y 
hormonales (Ji et al., 2019; Brander, Gabler, Fowler, Connon & Schlenk, 2016; 
Chen et al., 2019; Saillenfait et al., 2017). 
Finalmente, la trifluralina pertenece a la familia de las dinitroanilinas. La 
estructura de este tipo de compuestos se caracteriza por estar formada por un 
anillo de benceno con diferentes sustituyentes entre ellos dos grupos nitro en 
posiciones orto respecto a una amina secundaria (Tabla 11). La trifluralina se 
emplea principalmente como herbicida en cultivos de algodón, soja, trigo y en 
general cultivos de semilla oleaginosa (Du et al., 2018).  
Se trata de un compuesto tóxico que afecta a la división de las células 
mitóticas, actuando sobre el proceso de formación de microtúbulos y 
bloqueándolo y rompiendo estas estructuras celulares (Fernandes, Mazzeo & 
Marín-Morales, 2009). Como se ha mencionado anteriormente, se trata de una 
sustancia catalogada como prioritaria por la legislación de la Unión Europea. Esta 
clasificación viene motivada por su efecto genotóxico. Sargöl-Kiliç y colaboradores 
han estudiado recientemente la genotoxicidad de diferentes herbicidas tipo 
dinitroanilina, entre ellos la trifluralina. Los resultados obtenidos indican que en el 
rango de 1 a 500 µM la trifluralina daña los linfocitos periféricos de los humanos y 
las líneas celulares de fibroblastos en hámsteres. Por ello, puede clasificarse como 
una sustancia carcinogénica que daña el ADN ocasionando alteraciones 


















1.6.2 Hidrocarburos aromáticos policíclicos 
Los PAHs son compuestos químicos constituidos por dos o más anillos 
aromáticos de carbono sin heteroátomos ni sustituyentes. Este tipo de 
compuestos se forma principalmente por la combustión incompleta de cualquier 
tipo de materia orgánica. Su origen puede deberse a causas naturales o 
antropogénicas. Las principales fuentes de emisión naturales son las erupciones 
volcánicas y la biosíntesis directa por bacterias y plantas. Las emisiones 
antropogénicas se deben a la combustión y/o pirólisis incompleta de combustibles 
fósiles y a la industria del petróleo.  
Los PAHs poseen una alta movilidad, ya que su semivolatilidad les permite 
viajar largas distancias antes de depositarse en suelos o en aguas superficiales. 
Por ello, y teniendo en cuenta que se trata de compuestos que se generan en 
multitud de actividades antropogénicas, se encuentran ampliamente extendidos 
en el medio ambiente, y en consecuencia los organismos se encuentran 
ampliamente expuestos a este tipo de sustancias. Se han detectado PAHs en 
multitud de matrices como aire, partículas en suspensión, suelos, sedimentos, 
aguas y biota (Campíns-Falcó et al., 2008). Es más probable encontrar los PAHs en 
muestras de suelo que de agua puesto que poseen una baja solubilidad, que se 
acentúa a medida que aumenta el número de anillos aromáticos. 
Los PAHs son compuestos con una elevada toxicidad, y algunos de ellos han 
sido catalogados desde hace tiempo como carcinógenos, mutagénos y 
teratógenos, siendo el dibenzo[a,h]antraceno particularmente tóxico (Nikolaou, 
Kostopoulou, Lofrano & Meric, 2009). Dada su liposolubilidad, persistencia, 
estabilidad y baja polaridad, los PAHs tienden a bioacumularse en los seres vivos, 














Dada la toxicidad de estos compuestos, la Unión Europea considera a los 
PAHs contaminantes prioritarios, por lo que los ha incluido dentro de las 
normativas de calidad ambiental y seguridad alimentaria. Por ejemplo, se ha 
establecido que la concentración media anual de banzo[a]pireno en aguas 
superficiales no debe ser superior a 1,7·10-4 µg L-1, y en biota a 5 µg Kg-1 (Directiva 
2013/39/UE del Parlamento Europeo y del Consejo, del 12 de agosto de 2013). En 
aire el contenido máximo de benzo[a]pireno se ha limitado a 1 ng m3 (Directiva 
2004/107/CE del Parlamento Europeo y Consejo, del 15 de diciembre de 2004), y 
para las aguas destinadas a consumo humano la suma de las concentraciones de 
PAHs no debe ser mayor de 10 µg L-1 (Directiva 98/83/CE del Consejo, del 3 de 
noviembre de 1998). Respecto al contenido de PAHs en alimentos, la legislación 
europea establece que el contenido máximo de benzo[a]pireno no debe ser 
mayor de 2 µg Kg-1 en aceites y productos ahumados, ni superior a 1 µg Kg-1 en 
alimentos destinados a bebes y niños (R (UE) no 835/2011 de la Comisión del 19 
de agosto de 2011). 
En esta tesis se han seleccionado diferentes PAHs que pueden considerarse 
ejemplos de compuestos capaces de establecer interacciones hidrofóbicas y de 
tipo π-π. En concreto se han seleccionado los compuestos naftaleno, fluoranteno, 
benzo[b]fluoranteno y dibenzo[a,h]antraceno, ya que presentan diferente 
número de anillos aromáticos y por tanto diferente hidrofobicidad (ver Tabla 12). 
Tabla 12. Estructura y log Kow de los PAHs estudiados en esta tesis. 



























La ovoalbúmina es una de las principales proteínas del huevo y fue la primera 
proteína que se consiguió aislar (Huntington & Stein, 2001). Se trata de una 
glicoproteína formada por 385 aminoácidos (45 KDa) con un punto isoeléctrico de 
4.5 (Nisbert, Saundry, Moir, Fothergill & Fothergill, 1981). Pertenece a la familia 
de las serpinas, sustancias inhibidoras de la actividad enzimática de las proteasas 
presentes en animales, plantas y virus. Sin embargo, la ovoalbúmina no tiene esta 
capacidad y se piensa que su función es servir como reserva de proteínas para el 
desarrollo del embrión dentro del huevo (Mann, 2017). 
En la actualidad el huevo se emplea ampliamente en la industria alimentaria, 
utilizándose como gelificante en la producción de pasteles o como emulgente 
para producir mayonesas y mantequillas (Mine, 2015). No obstante, ciertas 
personas presentan alergia a este alimento, por lo que es necesario que los 
productores indiquen la presencia de restos de huevo en sus productos (R (CE) no 
1169/2011 del Parlamento Europeo y del Consejo, del 25 de octubre de 
2011).Todo ello implica que la industria disponga de métodos eficientes de 
limpieza y  métodos de control rápidos y fiables para la detección de restos de 
huevo, por ejemplo a través del análisis de ovoalbúmina, y de esta manera evitar 
la contaminación cruzada y garantizar la seguridad del consumidor Helbig, Zahn, 
Böttcher, Rohm & Majschak, 2018. 
Una opción para el control de la eficacia de los procedimientos de limpieza en 
una industria que trabaja con huevos consiste en determinar la presencia de 
ovoalbúmina en las aguas de lavado después de cada etapa de limpieza. La 















A pesar de que existen diferentes procedimientos para la determinación 
directa de proteínas, como los ensayos ELISA (Galán-Malo et al., 2017), el 
procedimiento más común consiste en hidrolizar la proteína y determinar los 
aminoácidos libres generados. La hidrólisis se basa en digerir la proteína 
calentando a 100-150 °C en medio ácido o básico. Hay que tener en cuenta que a 
pH ácido se produce la destrucción parcial de los aminoácidos glutamina, cisteína 
y aspartato, así como la destrucción completa del triptófano (Akhlaghi, Ghaffari, 
Attar & Hoor, 2015). Sin embargo, estos aminoácidos no son destruidos cuando la 
hidrólisis se realiza en medio básico (Simonato, Morares, Carrilho, Tavares y 
Kenndler, 2008). Otra opción es la utilización de enzimas para hidrolizar la 
proteína, pero este procedimiento requiere largos tiempos de incubación para su 
completa destrucción, siendo por ello poco práctico.  
Respecto a la determinación de aminoácidos, en la literatura se pueden 
encontrar gran cantidad de procedimientos analíticos basados en LC, GC o 
electroforesis, acopladas a detectores de absorción (Akhlaghi et al., 2015; Ali 
Omar, Elbashir & Schimitz, 2017) de fluorescencia (Li et al., 2017; Sánchez-
Machado, Chavira-Willys & López-Cervantes, 2018), electroquímicos (Tuma & 
Gojda, 2015) o de espectrometría de masas (Tsochatzis, Begoud, Gika, 
Karayannakidis & Kalogiannis, 2017; Rashaid, Harrington & Jackson, 2015; 
Simonato et al., 2008). No obstante, la mayoría de estos procedimientos 
requieren de una etapa de derivatización previa para incrementar la sensibilidad y 
la resolución cromatográfica puesto que se trata de compuestos con bajo peso 
molecular y elevada polaridad.  
Se han propuesto diferentes reactivos derivatizantes como el cloruro de 4-
N,N-dimetilaminoazobenceno-4’sulfonil (Akhlaghi et al., 2015), el 2,4-
dinitrobenceno (Wu et al., 2014) o el 9-fluorenilmetil cloroformiato (Passos, 
Cieslarova y Simonato, 2016) para incrementar la sensibilidad de la determinación 
de aminoácidos empleando detectores de absorción UV-vis. La formación de 
derivados fluorescentes se ha realizado empleando reactivos como el 6-
aminoquinolin-N-hidroxisucinimidil carbamato (Li et al., 2017), el o-ftaldialdehído 
(Perucho et al., 2015; Fonseca, Cristóvãoa & Alves, 2018) o el 4-fluoro-7-nitro-














A pesar de que la espectrometría de masas es la técnica más utilizada para la 
determinación de aminoácidos, ya que se obtiene una satisfactoria sensibilidad y 
selectividad (Song, Xu, Kuroki, Liao & Tsonda, 2018), también se requiere formar 
compuestos derivados cuando se emplea GC para la separación cromatográfica. 
La bis(trimetilsilil)trifluoroacetamida es el compuesto más frecuentemente 
utilizado como reactivo derivatizante en este caso (Rashaid et al., 2015). 
En esta tesis se propone la determinación de ovoalbúmina mediante el 
hidrólisis de la proteína y la posterior determinación de los aminoácidos 
triptófano y tirosina. Para ello se emplea IT-SPME-NanoLC que proporciona la 
suficiente sensibilidad para la determinación de ambos aminoácidos mediante 
absorción UV sin necesidad de derivatización. La estructura de ambos 
aminoácidos y su log Kow se muestran en la Tabla 13. 
 
Tabla 13. Estructura y log kow de los aminoácidos triptófano y tirosina. 



























1.6.4 Compuestos de amonio cuaternario (QACs) 
Los QACs son surfactantes catiónicos usados en la fabricación de productos 
de limpieza, telas, cosméticos o desinfectantes. El compuesto más utilizado es el 
cloruro de benzalconio (BAC), formado por una mezcla de los homólogos de 
cloruro de n-alquilbencildimetilamonio, con n en un rango de 8 a 18, siendo los 
homólogos C12, C14 y C16 los predominantes. Su eficacia como biocida y surfactante 
depende de la proporción y concentración de los diferentes homólogos. En 
general, el homólogo C12 actúa como fungicida y se encuentra en mayor 
proporción. Los homólogos C14 y C16 actúan como bactericidas gram-postivo y 
gram-negativo, respectivamente (Prieto-Blanco et al., 2016). Otro tipo de QACs 
ampliamente utilizado son los denominados compuestos de 
dialquildimetilamonio, siendo el didecildimetilamonio (DDAC) el más 
representativo. Las estructuras moleculares de los diferentes QACs utilizados en 
esta tesis se muestran en la Figura 10. 
 
Figura 10. Estructuras moleculares de los compuestos de amonio cuaternario estudiados 















Los QACs son vertidos al medio ambiente a través de las aguas residuales 
domésticas e industriales. La presencia de estos compuestos en el medio 
ambiente es preocupante dado que pueden resultar muy tóxicos para los 
organismos acuáticos. Por ello, se han desarrollado diferentes procedimientos 
analíticos para la determinación de QACs en diferentes matrices ambientales 
como suelos, sedimentos, aguas ambientales y aguas residuales (Zhang, C. et al., 
2015). Además, estos compuestos pueden ser perjudiciales para ciertas personas 
ya que pueden causar asma y alergia cutánea. Asimismo, dado el efecto biocida 
de los QACs, estos compuestos se emplean habitualmente como desinfectantes 
en la industria alimentaria, siendo necesario controlar la presencia de residuos en 
alimentos y proteger así la salud del consumidor. La Unión Europea ha establecido 
en 0.1 mg Kg-1 el límite máximo residual permitido de BAC y DDAC en productos 
alimentarios (R (UE) no 1119/2014 de la Comisión del 16 de octubre de 2014). 
La LC es la técnica más utilizada para el análisis de QACs, aunque debido a la 
ausencia de grupos cromóforos en algunos de ellos, como el DDAC, se requieren 
detectores de espectrometría de masas. Se han descrito diferentes 
procedimientos para la identificación de QACs en matrices ambientales (Prieto-
Blanco, Moliner-Martínez & Campíns-Falcó, 2013; Idkowiak et al., 2017), en 
alimentos (Xian et al., 2016; Slimani et al., 2017) o en productos industriales 
(Prieto-Blanco et al., 2016). Sin embargo, en algunos casos dichos procedimientos 
son tediosos, y no son válidos para aplicaciones in-situ y de respuesta rápida 
como podría ser en las etapas de limpieza de la industria, bien durante la 
optimización o bien para comprobar que no quedan restos de la limpieza y se 
puede reiniciar la producción. Para la determinación rápida e in-situ se suelen 
emplear volumetrías de dos fases (Tsubouchi, Mitsushio & Yamasaki, 1991), así 
como métodos colorimétricos basados en la formación de pares iónicos seguidos 
de la extracción de éstos con un disolvente orgánico, (Idouhar & Tazerouti, 2008) 
o la formación de complejos coloreados (Afkhami, Nematollahi Madrakian & 
Hajihadi, 2011). 
En esta tesis se ha desarrollado un procedimiento in-situ para la 
determinación de QACs. Adicionalmente, se propone la utilización de IT-SPME 
fuera de línea para extraer los detergentes e incrementar la sensibilidad en su 
















La clorofila es un compuesto de la familia de los pigmentos verdes que se 
encuentra presente en las cianobacterias y en todos los organismos que 
contienen cloroplastos en sus células, como son las plantas y varios tipos de algas. 
Su estructura consiste en un anillo de porfirina coordinado con un átomo de 
magnesio y una cadena hidrofóbica de fitol. Existen diferentes estructuras de la 
clorofila según la longitud de la cadena hidrofóbica. En la Figura 11 se muestran 
las dos estructuras más abundantes, que son la clorofila a y la clorofila b. 
 
Figura 11. Estructura molecular de la clorofila a y la clorofila b. 
 
De las dos estructuras anteriores, la clorofila a es la más abundante. La 
cantidad de ésta suele ser entre 2 y 3 veces mayor que la cantidad de clorofila b. 
Por ejemplo, en las hojas de espinacas aproximadamente el 75 % de la clorofila es 
de tipo a (Jubert & Bailey, 2007). 
Chl a  R1= CH3
Chl b  R1 =CHOChl a  R1 = CH3
Chl b  R1= CHO
M = Mg (Chl a,b)














La clorofila se encuentra en los organismos fotosintéticos como plantas y 
algas, siendo una biomolécula clave en el proceso de fotosíntesis. La 
monitorización del contenido de clorofila se incluye en los programas de 
evaluación de la calidad del agua en lagos, embalses y pozos, ya que se puede 
utilizar como medida indirecta de la biomasa de algas e indicador del estado 
trófico de las aguas. El crecimiento de algas planctónicas en agua está relacionado 
con la presencia de nutrientes (nitratos y fosfatos principalmente), la temperatura 
y la luz. Por tanto, la concentración de clorofila fluctúa estacionalmente o incluso 
diariamente según las condiciones ambientales y la profundidad.  
Para la monitorización de la cantidad de clorofila se han propuesto diferentes 
índices espectrales de la vegetación (Croft et al., 2014a; Sonobe and Wang, 2017). 
Uno de ellos es el denominado Macc01 (Croft el al., 2014b), que se basa en la 
medida de la reflectancia en la región del infrarrojo-cercano, calculado como 
Macc01 = (R780 – R710) / (R780 – R680). Otro método descrito en bibliografía es el 
índice diferencial de vegetación normalizado (NDVI) (Pietrzykowski, Stone, 
Pinkard & Mohammed, 2006). Esté método está relacionado con el estado de 
salud de las plantas y el consumo de nitrógeno; por tanto, también está 
relacionado con la cantidad relativa de clorofila. La ecuación utilizada en dicho 
procedimiento es NDVI = (R800 – R680) – (R800 + R680). 
Por otra parte, el contenido de clorofila en las hojas se puede utilizar como 
indicador del estado de salud de las plantas (Barchanska et al., 2014), y por tanto 
permiten evaluar la toxicidad de algunos pesticidas. Muchos de estos compuestos 
actúan sobre el proceso de fotosíntesis destruyendo la clorofila y carotenoides de 
las hojas, generando radicales libres que destruyen las membranas celulares 
produciendo necrosis de las plantas y finalmente la muerte. 
En esta tesis se ha desarrollado un método no invasivo para la determinación de 
clorofila a basado en la medida de la reflectancia difusa directamente sobre la 
hoja de la planta. Posteriormente, el registro obtenido se trata matemáticamente 
haciendo uso del método del punto H (HPCIM). El método desarrollado se ha 
empleado para la monitorización del estado de salud de plantas de espinacas 


















En las últimas décadas ha crecido significativamente la preocupación por el 
medio ambiente. Esto ha motivado un cambio en los diferentes ámbitos de la 
sociedad hacia prácticas más sostenibles y respetuosas con el entorno. En el 
campo de la Química Analítica, en el año 2013 Gałuszka y colaboradores 
definieron los 12 principios de la QAV, que demandan nuevas metodologías e 
incluyen las directrices a seguir para desarrollarlas. Por otro lado, la sociedad 
exige una mayor seguridad lo que implica, entre otras actividades, el control de 
contaminantes emergentes y legislados. También esta demanda necesita del 
desarrollo de nuevas metodologías en la dirección indicada. Por todo ello se 
requiere el desarrollo de técnicas analíticas más sostenibles que permitan amplair 
la polaridad de la aplicación de la cromatografía líquida en este campo. 
Con ese fin se ha desarrollado la SPME, una alternativa más sostenible que las 
técnicas de extracción convencionales (extracción liquido-líquido y SPE). Dentro 
de las diferentes técnicas de SPME, la IT-SPME se postula como una de las más 
sostenibles, puesto que se puede implementar en línea al sistema cromatográfico, 
reduciéndose el tiempo de análisis, el consumo eléctrico y la cantidad de 
disolventes y residuos generados respecto de otros procedimientos de SPME. Por 
otro lado, la miniaturización de las técnicas cromatográficas supone un 
incremento significativo de la sensibilidad y un menor consumo de disolventes, 
siendo por tanto medioambientalmente más sostenible. En consecuencia, el uso 
de metodologías basadas en el acoplamiento de IT-SPME a sistemas de LC 
miniaturizada, como CapLC y NanoLC es una opción interesante puesto que 
permite desarrollar procedimientos sensibles con un menor impacto ambiental. 
Por ello se requiere un estudio más profundo de las diferentes 
configuraciones que permiten acoplar  IT-SPME a LC miniaturizada. Además, en el 
mercado existe un número muy reducido de columnas de extracción comerciales 
















Atendiendo a lo expuesto anteriormente, la presente tesis tiene como 
objetivo principal el estudio del acoplamiento IT-SPME-NanoLC y el desarrollo de 
nuevas fases de extracción para IT-SPME acoplada a CapLC y NanoLC, 
especialmente para el análisis de compuestos polares, así como explorar otras 
técnicas fuera de línea que hagan uso de SPME. Para ello, se plantean los 
siguientes objetivos específicos: 
- Desarrollar métodos analíticos basados en IT-SPME para la determinación 
de herbicidas tipo triazina en diferentes matrices acuosas empleando 
como fase de extracción columnas capilares comerciales de GC sin 
modificar y modificadas con c-CNTS. 
- Explorar nuevas fases de extracción para IT-SPME acoplada a CapLC y 
NanoLC basadas en el recubrimiento de una columna capilar de sílice 
fundida con un polímero de silicio; evaluar la influencia en su capacidad 
de extracción para diferentes contaminantes ambientales, de su 
modificación con NPs metálicas y de óxidos metálicos. 
- Sintetizar dentro de un capilar de sílice un material monolítico con grupos 
borato para la extracción selectiva de herbicidas polares mediante IT-
SPME-NanoLC-DAD. 
- Consolidar el acoplamiento de la IT-SPME a NanoLC, y demostrar su 
utilidad como alternativa a otras técnicas menos sostenibles; evaluar 
diferentes configuraciones para acoplar ambos sistemas y desarrollar 
nuevas metodologías de análisis basadas en este acoplamiento, tanto en 
fase reversa como en HILIC.  
- Explorar la utilización de cenizas como material sorbente sostenible y 
demostrar sus posibilidades utilizando IT-SPME fuera de línea. 
- Plantear metodologías de análisis para la determinación de 
contaminantes emergentes y prioritarios en muestras ambientales, 
prestando especial interés a sus procesos de degradación y a los 
metabolitos generados, así como estudiar su influencia en la salud de la 
vegetación. 
- Desarrollar metodologías de análisis in-situ que permitan la 















El desarrollo de la presente tesis ha sido posible gracias a la beca predoctoral 
FPI 2015 y a los proyectos de investigación concedidos al grupo MINTOTA que se 
detallan a continuación: 
- FPI 2015/BES-2015-074030 Ayudas para contratos predoctorales para la 
formación de doctores 2015, Ministerio de Economía y Competitividad 
(MINECO).  
- Proyecto CTQ2011/26760, concedido por el Ministerio de Economía y 
Competitividad (MINECO), “Nuevas estrategias de análisis en técnicas 
cromatográficas miniaturizadas que incorporan la microextracción en 
fase sólida en tubo con nuevos (nano)materiales”. (3 años)  
- Proyecto PROMETEO 2012/045, concedido por la Generalitat Valenciana - 
Programa Prometeo para grupos de investigación de Excelencia, 
“Desarrollo de nuevas estrategias para el diseño de dispositivos de 
análisis in situ”. (4 años) 
- Proyecto CTQ2014-53916-P concedido por el Ministerio de Economía y 
Competitividad (MINECO), UE y FEDER – Programa Estatal de Fomento de 
la Investigación Científica y Técnica de Excelencia Subprograma Estatal de 
Generación de Conocimiento, “Desarrollo de nuevas estrategias para el 
diseño de técnicas de cromatografía líquida miniaturizada en línea: 
nanopartículas, contaminación secundaria”. (3 años) 
- Proyecto PROMETEO2016/109, concedido por la Generalitat Valenciana - 
Programa Prometeo para grupos de investigación de Excelencia, 
“Desarrollo de nuevas estrategias para el diseño de dispositivos de 
análisis in situ: nano y biomateriales”. (4 años) 
- Proyecto CTQ2017-90082-P, concedido por el Ministerio de Ciencia, 
Innovación y Universidades, “Microextracción en fase sólida en tubo 
acoplada en línea a nanocromatografía líquida: nuevas oportunidades 
para/desde la nanoescala y cromatografía líquida”. (4 años)  
 
Los resultados obtenidos y el conocimiento adquirido a lo largo del desarrollo 
de la tesis, ha dado lugar a la publicación de 9 artículos científicos, más uno 
enviado y otro pendiente de ser enviado para su publicación, dos capítulos de 
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En la Tabla 14 se muestra el listado de los diferentes reactivos, todos ellos de 
grado analítico, utilizados en el desarrollo de la tesis, junto con la casa comercial y 
los pictogramas de seguridad según el reglamento R (CE) n° 1272/2008 del 
Parlamento y del Consejo, del 16 de diciembre de 2008 sobre clasificación, 
etiquetado y envasado de substancias y mezclas. 
 
El principal producto de degradación del irgarol®-1051, 2-metiltio-4-terc-
butilamoni-6-amino-s-triazina (M1), se obtuvo por hidrólisis del pesticida con 
cloruro de mercurio (Liu et al., 1999) 
 
Tabla 14. Listado de reactivos, casa comercial y pictogramas de seguridad   Inflamable, 
 corrosivo,  tóxico,  efectos adversos en dosis altas,  peligroso para la salud, 




comercial1       
1,3-Diciclohexilcarbodiimida Sigma  x x    
2-Hidroxi-terbutilazina Dr Ehrenst.    x   
2-Nitrofenol Merk    x   
Acetato de etilo Sigma x   x   
Acetona Panreac x   x   
Acetonitrilo VWR x   x   
Ácido Acético Sigma x x     
Ácido ascórbico VWR       
Ácido bórico Panreac     x  
Ácido cítrico Panreac    x   
Ácido clorhídrico Sharlab  x  x   
Ácido Nítrico Panreac  x  x   
Ácido Sulfúrico Panreac  x     
Ag NPs (20, 40 nm) citrato Sigma       
AIBN Sigma x   x   
Al2O3 NPs (<50 nm) Sigma       
APTES Sigma  x  x   
Atrazina Dr. Ehrenst    x x x 
Au NPs (5-40 nm) citrato Sigma       
Au NPs (5-40 nm) fosfato Sigma       
BAC Betelgeux  x  x  x 
















comercial1       
Cipermetrina Sigma   x  x x 
Clorofila Fluka       
Clorpirifós Sigma   x   x 
Cromo azurol S Merk       
CuO NPs (40 nm) Sigma      x 
DDAC Betelgeux  x x   x 
Desetil-terbutilazina Dr Ehrenst.    x   
Desisopropil-atrazina Sigma    x   
Dimetilformamida Panreac x   x x  
Diurón Sigma    x x x 
Divinilbenceno Sigma  x  x   
DMSO Sigma    x   
DOAC Betelgeux  x x   x 
Dodecanol Sigma    x  x 
Dodecilsulfato de sodio Panreac x x  x   
Etanol VWR x   x   
Fe(NH4)2(SO4)2 · 6 H2O Sigma       
Fe2O3 NPs (35 nm) Sigma    x   
Fenamifós Dr Ehrenst.   x   x 
Fenitrotión Sigma   x   x 
Fentión Dr Ehrenst.   x  x x 
Fluometurón Dr Ehrenst.    x   
Fluoranteno Dr Ehrenst.    x  x 
Glutaraldehído Sigma  x  x x x 
HgCl2 Sigma  x x  x x 
Hidróxido sódico Sigma  x     
Iodosulfurón-metil-sodio Sigma      x 
Irgarol®-1051 Sigma    x  x 
Isoproturón Dr Ehrenst.    x x x 
KAl(SO4) · 12H2O Sharlab       
Linurón Dr Ehrenst.    x x x 
MASB Sigma    x   
Metanol VWR x  x  x  
Metobromurón Dr Ehrenst.    x   
Metribuzina Sigma   x   x 
MTEOS Sigma    x   
MWCNTs Sigma     x  
NaAc · 3 H2O Merk       
NaCl Sharlab       
















comercial1       
NH3 Sharlab  x x   x 
o-fenantrolina Sigma   x   x 
Ovoalbúmina Sigma       
PAHs-Mix 18 Dr Ehrenst. x   x x x 
Piriproxifeno Sigma      x 
PEG Sigma       
Propazina Dr Ehrenst.     x x 
Sacarina Guinama       
Sacarosa Sigma       
SiO2 NPs (20 nm) Sigma    x   
SWCNTs Sigma     x  
TEOS Sigma x   x   
Terbutilazina Dr Ehrenst.    x  x 
TiO2 NPs (21 nm) Sigma    x   
Tirosina Sigma       
Tribenurón-metil Sigma    x  x 
Trifluralina Dr Ehrenst.   x  x x 
Triflusulfurón-metil Sigma       
VPBA Sigma    x   
ZnO NPs (44 nm) Sigma      x 
ZrO2 NPs (20 nm) Sigma       

















A lo largo del desarrollo de la tesis se han utilizado diferentes técnicas 
espectroscópicas, microscópicas y cromatográficas. A continuación, se describen 
detalladamente los correspondientes equipos. 
3.2.1 Técnicas espectroscópicas: 
3.2.1.1 Espectrofotometría UV-vis 
Los espectros de absorción molecular UV-vis se obtuvieron empleando un 
espectrofotómetro Carry-60 (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, EE.UU.) 
(Figura 12A). Las mediciones se realizaron con cubetas de cuarzo o plástico de 1 
cm de paso óptico, registrando la señal entre 190 y 1000 nm. La adquisición y 
posterior tratamiento de datos se realizó con el software CarryWinUV (Agilent 
Technologies). También se realizaron medidas espectrofotométricas utilizando 
una fibra óptica (3.5 mm de diámetro y 10 mm de paso óptico) acoplada al 























3.2.1.2 Espectrofotometría de reflectancia difusa 
Para las medidas de reflectancia difusa se acopló al espectrofotómetro Carry-
60 (Sección 3.2.1.1) una sonda remota de reflexión difusa (Harrick Scientific 
Products, New York, EE.UU.) equipada con una cámara de video y una luz 
integrada que facilita la selección del punto de la muestra a medir (Figura 12C). 
Las medidas se realizaron en el rango de 200 a 800 nm, y se empleó el software 
CarryWinUV para la adquisición y tratamiento de datos.  
3.2.1.3 Espectroscopía infrarroja 
La caracterización mediante espectroscopía infrarroja se realizó con un 
espectrofotómetro Cary 630 FTIR equipado con un accesorio de reflectancia total 
atenuada (ATR) (Agilent Technologies). Los espectros se registraron en el rango de 
frecuencias 4000-6000 cm-1 con una resolución de 4 cm-1. Se emplearon los 
softwares Microlab FTIR y ResolutionsPro (Agilent Technologies) para el registro y 
tratamiento de datos, respectivamente (Figura 13). 
 
 




















Las medidas de fluorescencia se realizaron utilizando el espectrofluorímetro 
Cary Eclipse (Agilen Technologies) que se muestra en la Figura 14. Se emplearon 
una cubetas de cuarzo de 1 cm de paso óptico para realizar las medidas. Para la 
optimización de la longitud de onda de excitación y emisión se obtuvo el espectro 
de excitación fijando la longitud de onda (λ) de emisión para una disolución de 
analito. A partir de este espectro se seleccionó la λ que proporcionaba mayor 
señal como λ de excitación, la cual se utilizó para obtener los espectros de 
emisión entre 300 y 500 nm. 
 
 




























3.2.2 Técnicas microscópicas 
3.2.2.1 Microscopio óptico 
Se empleó un microscopio ECLIPSE E200LED MV Series (Nikon, Tokio, Japón) 
bajo iluminación de campo claro y oscuro. El instrumento, equipado con 3 lentes 
objetivo de diferentes aumentos (10x, 50x y 100x), se muestra en la Figura 15. 
Para capturar las imágenes y su posterior procesado se utilizó el software Nis-
Elements 4.20.02 (Nikon). 
 
 





























3.2.2.2 Microscopía electrónica de barrido (SEM) 
Para la caracterización de la superficie de las fases desarrolladas a lo largo de 
la tesis se empleó un microscopio electrónico de barrido con cañón de emisión de 
campo con una resolución de 1.4 nm a 1 kV, Hitachi S-4800 (Tokio, Japón). La 
captación de imágenes y su procesado se realizó con el software QUANTAX 400 
(Hitachi). Dada la baja conductividad de las fases a caracterizar, se llevó a cabo un 
sombreado previo con Au y Pd. El análisis se realizó a 20 kV (Figura 16). 
 
 
























3.2.3 Técnicas cromatográficas 
En los diferentes estudios realizados en esta tesis se han empleado sistemas 
de cromatografía líquida miniaturizada CapLC y NanoLC acoplados a un detector 
DAD. Ambos sistemas se han acoplado a IT-SPME con dos configuraciones 
diferentes, según el sistema utilizado para la carga de muestra (Sección 3.3). La 
adquisición de datos y su posterior tratamiento se ha realizado con el software HP 
ChemStation (Agilent Technologies). Por otro lado, se ha utilizado un equipo de 
CapLC con un detector de fluorescencia fabricado por Jasco (Tokio, Japón). 
3.2.3.1 Cromatografía líquida capilar 
El sistema de CapLC utilizado, Agilent 1200 Series (Agilent Technologies), 
estaba provisto de una bomba binaria convencional con divisor de flujo que 
permite trabajar con flujos inferiores a los 20 µL min-1. Para la introducción de la 
muestra se empleó una válvula manual de 6 puertos, Rheodyne 7721-i (IDEX 
Health and Science, Rohnert Park, CA, EE.UU.), en la que el bucle de inyección 
contenía la fase de extracción (Sección 3.3). La señal se registró entre 180 y 400 
nm con un detector de fila de diodos (DAD) equipado con una celda de 80 nL 
(Agilent Technologies). El equipo con la configuración descrita se muestra en la 
Figura 17. Para la separación cromatográfica se emplearon columnas particuladas 
y monolíticas de Agilent y Phenomenex (Torrance, CA, EE.UU.) ambas con fase 
C18 (Sección 3.5.1).  
 
 














En la Figura 18 se muestra el equipo de CapLC con un detector de 
fluorescencia Jasco. Este equipo consiste en una bomba capilar isocrática Micro 
21PU-01, una interfase LC-Net y un detector de fluorescencia Micro 21FP-01. Para 
la adquisición y el tratamiento de datos se empleó el software Jasco ChromNAV 
Chromatography Data System (Jasco). 
 


























3.2.3.2 Nanocromatografía líquida 
Para los estudios realizados en NanoLC se empleó una bomba binaria 
convencional con reductor de flujo, que permite obtener flujos inferiores a 4 μL 
min-1 (Agilent 1200 Series) (Figura 19). Se diseñaron diferentes configuraciones 
para la inyección de la muestra a fin de llevar a cabo el acoplamiento de la IT-
SPME con el sistema nanocromatográfico (Sección 3.3). Se registraron las señales 
entre 190 y 400 nm empleando un detector DAD equipado con una celda de 80 
nL. Para la separación cromatográfica se utilizaron dos columnas particuladas 
diferentes, según el modo de separación. Para la separación en fase reversa se 
empleó una columna C-18 (50 x 0.075 mm x 3.5 μm) (Agilent Technologies) y para 
la separación cromatográfica en modo HILIC se hizo uso de una columna ZIC-
HILIC® (150 x 0.075 mm x 5 µm) (MERK, Darmstadt, Alemania). 
 















3.3 TRATAMIENTO DE MUESTRA 
En el marco de la presente tesis se ha utilizado como técnica de extracción la 
microextracción en fase sólida en tubo (IT-SPME) acoplada a diferentes sistemas 
de cromatografía liquida miniaturizados, así como microextracción en jeringa 
(MEPS). Se han diseñado dos configuraciones diferentes que permiten acoplar la 
IT-SPME a LC. Cabe destacar que para las muestras sólidas se aplicaron diferentes 
tratamientos previos antes de ser procesadas por IT-SPME. Seguidamente, se 
describen las configuraciones de IT-SPME utilizadas y los tratamientos empleados 
para el análisis de muestras sólidas por IT-SPME, así como el procedimiento 
experimental utilizado para preparar las jeringas para MEPS.  
3.3.1 IT-SPME en válvula con 1 capilar  
La IT-SPME en válvula con un capilar se utilizó fuera de línea y en línea tanto 
en CapLC como en NanoLC. El sistema de tratamiento de muestra utiliza una 
válvula de inyección manual de 6 puertos (Rheodyne) en la que el bucle de 
inyección convencional de acero es reemplazado por un capilar que contiene la 
fase de extracción (Figura 20). En los trabajos realizados se han empleado dos 
tipos de capilares de extracción. Por un lado se han utilizado columnas capilares 
de GC convencionales con la fase sorbente recubriendo las paredes del capilar. 
Adicionalmente se han utilizado fases de extracción sintetizadas en el laboratorio 
(ver sección 3.4). Se han empleado capilares con un d.i. de 320 µm para CapLC, y 
de 75 y 100 µm de d.i. para NanoLC.  
 














Las muestras y las disoluciones patrón se inyectaron manualmente en el 
sistema cromatográfico con la válvula en la posición de carga, empleando una 
jeringa de precisión de vidrio. En algunos procedimientos se precisó de una etapa 
posterior de lavado, que consistió en hacer fluir un determinado volumen de agua 
nanopura después de introducir la muestra y sin cambiar la posición de la válvula. 
Con este proceso se eliminaron los compuestos de la matriz que no quedaban 
absorbidos en la fase de extracción. Finalmente, la válvula se giró a la posición de 
inyección, con lo cual la fase móvil atravesaba el capilar de extracción 
desorbiendo los analitos previamente retenidos y transfiriéndolos hasta la 
columna analítica. 
El análisis de muestras sólidas de estruvita y suelo requirió un tratamiento de 
extracción previo a su procesado por IT-SPME.  
Para el análisis de las muestras de estruvita se adicionaron a 0.7 g de las 
mismas 1.2 mL de una mezcla de metanol y acetato de etilo (1:1, v/v). 
Seguidamente la mezcla se centrifugó durante 5 min a 6000 rpm, se tomaron 800 
µL del sobrenadante y se evaporaron con la ayuda de una corriente de nitrógeno. 
Finalmente se reconstituyó el extracto con 600 µL de agua nanopura y se procesó 
una alícuota de los extractos por IT-SPME-NanoLC-DAD.  
Para el análisis de sulfonilureas en suelos se pesaron aproximadamente 1 g de 
suelo seco y tamizado (≤ 2 µm), se añadieron 4 mL de metanol y se introdujeron 
en un baño de ultrasonidos a 30 °C durante 30 min. Después se centrifugó 
durante 5 min a 5000 r.p.m. y se filtró el sobrenadante con un filtro de jeringa de 
0.22 µm de tamaño de poro (Teknokroma, Barcelona, España). Finalmente, se 
evaporó el metanol con corriente de nitrógeno y se reconstituyó con 200 µL de 















Para la determinación de naftaleno y fluoranteno en suelos (Sección 4.1.2.2) 
se siguió un procedimiento similar al descrito anteriormente. En primer lugar se 
trató durante 30 min en baño de ultrasonidos a 30 °C, una mezcla de 0.3 g de 
suelo secado a temperatura ambiente y tamizado (<2 mm) y 1.3 mL de acetona 
utilizando viales de vidrio. Seguidamente, se centrifugó la mezcla a 5000 rpm 
durante 10 min y se filtró el sobrenadante empleando un filtro de nylon de 0.22 
µm de tamaño de poro. El extracto filtrado se evaporó bajo corriente de 
nitrógeno, y se reconstituyó con 1 mL de agua nanopura. Finalmente, se 
procesaron 200 µL del extracto reconstituido por el sistema IT-SPME-CapLC-FD. 
Por otro lado, para el análisis de ovoalbúmina en muestras de agua de lavado 
se llevó a cabo en primer lugar la hidrólisis de la proteína a fin de liberar los 
aminoácidos. Seguidamente se determinó la cantidad de triptófano y de tirosina 
generada mediante IT-SPME-NanoLC-DAD. Se seleccionaron estos dos 
aminoácidos ya que poseen un anillo aromático y por tanto mayor coeficiente de 
absortividad molar, es decir, por tratarse del conjunto de aminoácidos presentes 
en la ovoalbúmina, de los que mayor absorbancia poseen.  
Para la hidrólisis de la ovoalbúmina se trató en un tubo pírex 1 mL de muestra 
con 10 µL de NaOH 5M y se calentó durante 8 horas a 95 °C. Una vez enfriada la 
mezcla a temperatura ambiente, se tomaron 400 µL y se mezclaron con 580 µL de 
acetonitrilo y 20 µL de ácido acético glacial. La mezcla resultante se homogenizó 
con la ayuda de un vórtex, y se procesaron 100 µL por IT-SPME-HILIC-NanoLC-
DAD. 
3.3.2 IT-SPME en válvula con 2 capilares 
La configuración de IT-SPME con dos capilares, que se muestra en la Figura 
21, se ha acoplado únicamente a NanoLC. Este sistema de inyección requiere de 
una válvula y una bomba adicionales al sistema descrito en el apartado anterior. 
Como se puede observar en la Figura 21, el sistema está compuesto por una 
bomba capilar (Shimadzu, Kioto, Japón) con la que se hacía circular una mezcla de 
H2O:acetonitrilo (98:2 v/v). Esta bomba estaba conectada a una válvula manual de 
inyección de 6 puertos provista de un loop de PEEK de 500 µL de volumen interno 
(válvula 1). A su vez, esta válvula se encontraba conectada a una válvula 
automática de 10 puertos y dos posiciones (Valco, Huston, EE.UU.) en la cual se 















Figura 21. Sistema IT-SPME con dos capilares. 
 
La Figura 21 muestra las diferentes etapas del sistema de inyección IT-SPME- 
en válvula empleando dos capilares de extracción. En primer lugar, con las dos 
válvulas en posición de carga y mediante una jeringa de vidrio, se llenaba el loop 
PEEK con la muestra a procesar. Una vez cargada la muestra, se cambiaba la 
posición de la válvula 1 a la posición de inyección; de esta forma la fase móvil de 
la bomba capilar pasaba por el capilar PEEK transfiriendo la muestra hacia los 
capilares de extracción situados en la válvula 2, la cual se encontraba en posición 
de carga. Transcurrido un tiempo, denominado tiempo de transferencia (el cual se 
optimizó), la válvula 2 se cambiaba a la posición de inyección de manera que la 
fase móvil del sistema de NanoLC pasaba por los capilares de extracción 





















Para la preparación del dispositivo MEPS utilizado para la extracción de QACs, 
la parte superior de una aguja (1/2" Nr.2, 0.8 x 40 mm) se depositaron 
secuencialmente 2 mg de algodón, 10 mg de ceniza de café y otros 4 mg de 
algodón. En la Figura 22 se muestra la jeringa con el material sorbente. Para 
procesar la muestra, en primer lugar, se acondicionó el sorbente pasando 2 mL de 
agua. Una vez acondicionado, se procesaron 10 mL de muestra y se desorbieron 
los QACs retenidos con 300 µL de metanol. 
 
 
















3.4 SÍNTESIS DE NUEVAS FASES PARA EXTRACCIÓN 
Con el fin de mejorar la capacidad de extracción de las columnas comerciales 
de GC para IT-SPME, éstas se modificaron inmovilizando SWCNTs y MWCNTs 
sobre su superficie interna. Concretamente, se trataron columnas comerciales de 
GC de PDMS que contenían un 35 % y 5 % de grupos difenilo (TRB-35 y TRB-5, 
respectivamente). 
Por otro lado, se sintetizó un nuevo recubrimiento polimérico de silicio sobre 
capilares de sílice fundida mediante un proceso sol-gel. Con el fin de mejorar la 
capacidad de extracción del polímero, la mezcla de monómeros utilizada para su 
síntesis se dopó con NPs de diferentes metales y óxidos metálicos, así como con 
NPs de SiO2. También se llevó a cabo la síntesis de un monolito polimérico de base 
orgánica con grupos borato en su estructura. Seguidamente, se describen los 
procedimientos experimentales aplicados para la síntesis de las fases de 
extracción no comerciales empleadas en los diferentes estudios llevados a cabo 
en la presente tesis.  
3.4.1 Inmovilización de nanotubos de carbono en columnas TRB-5 y 
TRB-35 
La inmovilización de los CNTs se llevó a cabo utilizando el procedimiento 
descrito por Sombra, Moliner-Martínez, Cárdenas & Valcárcel, 2008. Previamente 















Los c-SWCNTs fueron preparados siguiendo el procedimiento descrito por 
Suárez, Simonet, Cárdenas & Valcárcel, 2007. Para ello se añadieron 25 mg de 
SWCNTs a 3 mL de una mezcla de H2SO4: H2O (3:1), y se introdujeron en un baño 
de ultrasonidos durante 90 min (50 W, 60 Hz). Seguidamente, la mezcla se diluyó 
con 500 mL de agua y se filtró a través de un filtro de acetato de celulosa de 0.45 
µm de tamaño de poro. Finalmente, el sólido obtenido (c-SWCNTs) se lavó con 1 
mL de HCl 1 M y se secó a temperatura ambiente. Para la oxidación de los 
MWCNTs se siguió el procedimiento descrito por Sombra et al., 2007. Este 
procedimiento es similar al anterior a excepción de las cantidades iniciales, ya que 
en este caso se tomaron 20 mg de MWCNTs y se mezclaron con 80 mL de la 
disolución ácida. 
Una vez oxidados los CNTs, se procedió a inmovilizarlos en la superficie de la 
columna capilar de PDMS. En primer lugar fue necesario activar la superficie del 
capilar de sílice pasando una disolución de NaOH 2 M que se dejó actuar durante 
24 h. Después se pasó agua (5 min) seguida de una disolución de APTES al 2 % 
(v/v) preparada en acetona anhídra. Transcurridos 15 min, se eliminó el exceso de 
APTES pasando durante 5 min agua y luego metanol. Seguidamente, el capilar fue 
tratado durante 10 min con una disolución al 10 % (v/v) de glutaraldehído (que 
actúa como agente entrecruzante) disuelto en tampón borato 50 mM de pH 9. A 
continuación, se pasó por el capilar una dispersión de 5 mg mL-1 de c-CNTs y 0.5 
mg de 1,3-diciclohexilcarbodiimida en 4.5 mL de DMF, y se esperó 30 min para 
que la reacción de anclaje tuviera lugar. Finalmente, el capilar se lavó con H2O 
para eliminar el exceso de c-CNTs. 
3.4.2 Columnas capilares recubiertas con un polímero de silicio 
La síntesis de columnas capilares recubiertas por el material polimérico de 
silicio se basó en el procedimiento descrito por Silva et al., 2012. Esta síntesis se 
realizó en capilares vacíos de sílice fundida de 320 µm y 75 µm de d.i. para ser 















En primer lugar fue necesario activar la pared del capilar. Para ello se pasó 
una disolución de NaOH 2M y se dejó actuar durante 2h a 40 0C. Seguidamente, se 
lavó el capilar con HCl 0.1 M, dejando actuar 30 min a temperatura ambiente y 
luego 3 h a 60 0C. A continuación, se lavó con agua y se hizo pasar una dispersión 
que contenía 65 mg de PEG, 50 µL de H2O, 100 µL TEOS, 100 µL de TMOS y 2 mL 
de NH4OH 0.1 M; se taparon los extremos y se dejó actuar durante 2h a 400C y 12 
h a 120 0C. Finalmente, el capilar se lavó con agua y acetonitrilo para eliminar el 
exceso de reactivos. Adicionalmente, a la mezcla de monómeros se añadieron 
nanopartículas de Ag, Au, Fe2O3, SiO2, TiO2, ZrO2, CuO, ZnO o Al2O3 (0.05 mg mL-1).  
3.4.2 Columna capilar rellena con un monolito orgánico 
Para la obtención de columnas capilares rellenas con un monolito orgánico, 
se siguió el procedimiento descrito a continuación. 
En primer lugar fue necesario activar los capilares de sílice (100 µm de d.i.) 
recubriéndolos con γ-MAPS. Para ello se lavó el capilar con 100 µL de acetona y 
100 µL de agua. A continuación, con la ayuda de una bomba de jeringa 
(KDScientific, Holliston, EE.UU.) se pasaron a través del capilar a un flujo de 250 µL 
min-1, una disolución de NaOH 0.2 M y otra disolución de HCl 0.1 M (durante 30 
min cada una). Seguidamente, el capilar se lavó por triplicado con 100 µL de 
etanol y se pasó durante 1 hora a 250 µL min-1 una disolución de γ-MAPS al 20 % 
en etanol. Finalmente, se eliminaron los restos de reactivo con etanol y se pasó 
una corriente de nitrógeno durante 3 horas. 
Una vez acondicionado el capilar, se sintetizó el monolito dentro del mismo. 
En primer lugar se disolvieron en una mezcla de metanol y acetonitrilo (1:1) los 
monómeros VPBA y divinilbenceno (DVB), y el iniciador radicalario AIBN. Después, 
la mezcla homogenizada se pasó manualmente a través del capilar, se sellaron los 
extremos con una goma y se introdujo el capilar en un baño de agua a 50 °C para 
que se iniciara la reacción de polimerización. Transcurrida una hora, se extrajo el 
capilar relleno con el polímero monolítico, y se lavó con etanol y acetonitrilo para 















3.5 PROCEDIMIENTOS Y CONDICIONES EXPERIMENTALES  
3.5.1 Condiciones cromatográficas 
En la Tabla 15, se muestran las condiciones experimentales utilizadas en los 
diferentes estudios y procedimientos desarrollados que emplean CapLC para la 
separación cromatográfica. Por otro lado, en la Tabla 16 se muestran las 
condiciones utilizadas en NanoLC-DAD. En todos los casos la fase móvil fue filtrada 
previamente a su utilización mediante filtros de nylon de 0.45 µm de tamaño de 

























































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































3.5.2 Estudios de degradación 
Los estudios de degradación del herbicida tribenurón-metil (TBM) se 
realizaron bajo dos condiciones diferentes. En la primera de ellas se fortificaron 
25 mL de muestra de agua ambiental de diferente origen (agua de río, mar, 
transición y acequia) con 50 µg mL-1 de herbicida. Estas muestras se expusieron a 
la luz directa del sol bajo condiciones de laboratorio de temperatura (22-30 0C) y 
presión atmosférica, monitorizando y estudiando la variación de la concentración 
de tribenurón-metil y la aparición de los respectivos productos de degradación a 
lo largo de varias semanas. 
Por otro lado, se estudió la velocidad de degradación del tribenurón-metil en 
muestras de agua irradiada con luz UV. Para ello se utilizó una unidad de reacción 
fotoquímica (Beam Bost ICT, Austria) equipada con una lámpara UV (8 W). Con la 
ayuda de una bomba peristáltica (Gilson®, Middleton EE.UU.) se hicieron circular 
las muestras a través de un tubo de polietileno de 0.8 mm de d.i., el cual estaba 
envolviendo a la lámpara UV (Figura 23). Una vez el tubo se encontraba lleno de la 
disolución de trabajo, se detenía la bomba peristáltica y se encendía la lámpara 
durante un determinado tiempo (tiempo de irradiación). Transcurrido este tiempo 
se apagaba la lámpara, activando nuevamente la bomba. La primera fracción de 
disolución emergente se desechaba, recogiendo a continuación una fracción de 
























3.5.3 Parámetros fisicoquímicos 
Para el estudio de la degradación del tribenurón-metil en diferentes tipos de 
agua, se midieron diferentes parámetros fisicoquímicos para la caracterización de 
las mismas, los cuales se detallan a continuación. 
pH y conductividad 
Para la medida del pH y de la conductividad se empleó un equipo portátil 
Sension+MM150 DL (Loveland, CO, EE.UU.).  
Turbidez 
La turbidez de las diferentes matrices estudiadas se midió empleando un 
nefelómetro, concretamente, un turbidímetro laser HACH TU5200 (Loveland, CO, 
EE.UU.). 
Demanda química de oxígeno 
La demanda química de oxígeno (DQO) se determinó tratando 50 mL de 
muestra con 50 mL de agua nanopura, 400 µL de disolución de NaOH al 40 % 
(m/v) y 10 mL de disolución de KMnO4 0.002 M (previamente normalizado con un 
patrón primario oxalato de sodio). La mezcla se calentaba a ebullición durante 10 
min. Seguidamente, se adicionaban 5 mL de H2SO4 (1:1) y 10 mL de disolución de 
oxalato de sodio 0.004 M. Finalmente, se determinaba el exceso de oxalato 
valorando con la disolución de KMnO4 normalizada. Se trata, por tanto, de una 
valoración rédox autoindicadora, en la que el punto final se ponía de manifiesto 


















3.5.4 Determinación de compuestos de amonio cuaternario 
La determinación de residuos de QACs por espectroscopía de absorción 
molecular se basó en la formación de un complejo coloreado entre el reactivo 
cromoazurol S (CAS) y el ion Al (III). La presencia de surfactantes origina la 
formación de un complejo ternario, produciendo un cambio en los espectros de 
absorción. Esta variación está relacionada con la cantidad de surfactante, y por 
tanto, puede determinarse la concentración del tensioactivo mediante medidas 
espectrofotométricas (Afkhami, et al., 2011). Se determinaron los compuestos de 
amonio cuaternario DDAC, DOAC y BAC por medida directa en cubeta, y utilizando 
papel y algodón como soporte. Además, las medidas utilizando algodón como 
soporte se aplicaron a la determinación de los QACs en superficies.  
Por otro lado, con el fin de incrementar la sensibilidad del procedimiento de 
determinación de QACs en disolución se ha desarrollado un procedimiento de 
extracción basado en IT-SPME fuera de línea. 
Los procedimientos utilizados para la determinación de QACs en disolución, 
sobre soporte sólido y empleando IT-SPME se describen a continuación: 
 
En disolución 
En primer lugar, se preparó la disolución de reactivo derivatizante (CAS-Al) en 
tampón acetato (0.01 M de pH 5.4) conteniendo 10-4 M de CAS y 1 mg mL-1 de 
Al(III). Para la determinación de los QACs se mezclaron en una cubeta de cuarzo 1 
mL de la disolución derivatizante CAS-Al y 1 mL de la disolución patrón o de 
muestra. Finalmente se registró el espectro de absorción del complejo formado 



















Soporte papel y algodón  
En los ensayos sobre papel se utilizaron tiras de papel de filtro (1 x 5 cm) 
Grade 41 Whatman 110 cm de diámetro (GE Healthcare Life Science, Pittsburgh, 
PA, EE.UU.). Los hisopos de algodón fueron adquiridos en supermercados locales; 
se determinó que estos hisopos contenían aproximadamente 25 mg de algodón 
en cada uno de sus extremos. Para realizar el ensayo, se sumergieron los 
dispositivos en 1 mL de muestra durante 5 min, y seguidamente otros 5 min en 1 
mL de la disolución derivatizante de CAS-Al de la misma concentración que la 
utilizada para la reacción en disolución. Finalmente, se eliminó el exceso de 
derivatizante sumergiendo el dispositivo durante unos 2 min en 1 mL de agua 
nanopura. La determinación se llevó a cabo registrando el espectro de absorción 
entre 400 y 800 nm mediante reflectancia difusa. En caso de los hisopos, fue 
necesario retirar el algodón del soporte plástico con un cúter antes de realizar la 
medida. 
Detección en superficies 
La detección de QACs en superficie se realizó utilizando únicamente algodón 
como soporte. Para ello, en primer lugar, se sumergió el hisopo en un tampón 
0.01 M de acetato de sodio de pH 5.4. Seguidamente, se frotaba el hisopo de 
algodón durante 15-20 s por aproximadamente 1-4 cm2 de la superficie a analizar, 
tratando de moverlo en diferentes direcciones para asegurarse que todo el 
algodón quedaba impregnado del posible analito. Finalmente, se derivatizaba 
según se ha indicado anteriormente, midiendo a continuación la absorbancia. El 
procedimiento se aplicó a la detección de QACs sobre superficies de diferente 




















IT-SPME fuera de línea 
Para la extracción y preconcentración de QACs mediante IT-SPME se empleó 
un montaje en-válvula equipado con una columna TRB-35 de 370 cm de longitud y 
0.32 mm de d.i. Para la extracción, en primer lugar, fue necesario acondicionar el 
capilar haciendo fluir 1 mL de acetonitrilo, 1 mL de agua nanopura y 500 µL de 
una disolución tampón de acetato de amonio 50 mM de pH 3.5. Seguidamente, se 
procesaron 10 mL de muestra, lavando el capilar con 200 µL de acetonitrilo, y 
eluyendo los analitos retenidos con 600 µL de este mismo disolvente. A 
continuación se evaporó a sequedad con una corriente de aire, puesto que el 
acetonitrilo dificulta la formación del complejo CAS-Al. Finalmente, se redisolvió el 
extracto en 100 µL de agua y se añadieron 200 µL de la disolución de reactivo 
derivatizante, midiendo la absorbancia de la disolución resultante entre 400 y 800 
nm. 
3.5.5 Cenizas 
Para la obtención de las cenizas se digirió la muestra de alimento a fin de 
eliminar toda la materia orgánica. Para ello, se pesaron aproximadamente 10 g de 
alimento en una cápsula de porcelana y se sometieron a 550 0C en una mufla 
durante 12 h obteniendo las cenizas. Seguidamente, se añadieron lentamente 10 
mL de HCl 6M y se calentó suavemente durante 30 min para hidrolizar los 
pirofosfatos y ortofosfatos y evitar así posibles interferencias. Una vez enfriado, se 
trasfirió a un matraz aforado de 100 mL y se enrasó con agua. Las cenizas se 
utilizaron como material de extracción. 
Para la determinación de hierro en las cenizas obtenidas, se introdujeron en 
un matraz aforado de 50 mL, 10 mL de la disolución de la muestra tratada, 1 mL 
de ácido ascórbico al 1 %, dos gotas de 2-nitrofenol y agua hasta un volumen total 
aproximado de 20 mL. A continuación, se añadió gota a gota una disolución de 
NaOH 2 M hasta que se observó el viraje del indicador a color amarillo. Entonces, 
se añadió HCl 1 M gota a gota hasta que la disolución se tornaba incolora; en este 
momento el pH de la disolución era ligeramente ácido. Seguidamente, se 
adicionaban 5 mL de tampón citrato al 2 % de pH 3.5 y 2 mL de o-fenantrolina al 
0.25 %, enrasando con agua. Finalmente, transcurridos 15 min para asegurar que 
se había llegado al equilibrio, se midió la absorbancia a 510 y 700 nm. La longitud 














3.6 MUESTRAS ANALIZADAS 
En los trabajos que componen esta tesis se han analizado diferentes tipos de 
muestras, incluyendo muestras ambientales, aguas residuales, biota, estruvita 
recuperada o alimentos. La Tabla 17 resume los analitos estudiados y, en su caso 
su uso, para cada tipo de muestras analizas. Todas las muestras fueron analizadas 
por triplicado a temperatura ambiente.  
 
Tabla 17. Tipo de muestras utilizadas y analitos/usos buscados en cada una. 
Muestra Analitos/usos 
Agua de transición 
Triazinas y productos de degradación, sulfonilureas, 
diurón, cipermetrina, bifenox, naftaleno  y 
fluoranteno  
Agua de mar 
Triazinas y productos de degradación, sulfonilureas, 
diurón, cipermetrina y bifenox 
Agua portuaria Irgarol®-1051 y diurón 
Agua de río Sulfonilureas y triazinas 
Agua de acequia Sulfonilureas y triazinas 
Aguas residuales 
Compuestos de amonios cuaternario (DDAC, BAC, 
DOAC) y ovoalbúmina 
Suelo 
Sulfonilureas, irgarol®-1051, cipermetrina,  bifenox, 
naftaleno y fluoranteno 
Estruvita Triazinas y productos de degradación 
Espinacas Clorofila a 




















Según la Directiva 2013/39/UE del Parlamento Europeo y del Consejo, del 12 
de agosto de 2013, las aguas pueden clasificarse en continentales y costeras. Por 
aguas continentales se entienden todas las aguas superficiales o subterráneas, 
situadas hacia tierra desde la línea que sirve de base para medir la anchura de las 
aguas territoriales. Estas pueden clasificarse en aguas subterráneas o superficiales 
(ríos, lagos, de transición…). Por otro lado, las aguas que se extienden entre esta 
línea y una milla náutica mar a dentro son las denominadas aguas costeras. 
Además de los tipos de aguas ya mencionados existen las aguas residuales, que se 
pueden definir como cualquier tipo de agua cuya calidad se ha visto perjudicada 
por actividades antropogénicas. 
 
Aguas superficiales 
Para el desarrollo de la presente tesis se han analizado aguas superficiales de 
diferente naturaleza, todas ellas tomadas en diferentes puntos de la Comunitat 
Valenciana. Las aguas correspondientes a las zonas de transición se tomaron en 
tres de las zonas de transición más importantes de esta región, Salinas de Santa 
Pola, Estany de Cullera y Río Xúquer. Respecto a las aguas costeras, éstas fueron 
tomadas en diferentes puntos de la costa valenciana. Las aguas de puerto se 
tomaron en el puerto de València y los puertos deportivos de Port Saplaya y Canet 
d’En Berenguer. Las muestras de río corresponden al Río Ullal a su paso por 
Massalavés, y el agua de acequia fue tomada del sistema de riego de la ciudad de 
València.  
Todas las muestras fueron recogidas en botellas de vidrio topacio (250 mL), 
que se llenaron completamente y mantuvieron a 4 0C hasta su análisis. Antes de 
su análisis las muestras se filtraron o centrifugaron. 
En este tipo de aguas se han analizado diferentes pesticidas y sus productos 
de degradación, como por ejemplo triazinas y sulfonilureas. En la Tabla 17 se 



















Las aguas residuales analizadas se obtuvieron en diferentes etapas de 
procesos de limpieza aplicados en la industria alimentaria. En concreto se 
emplearon aguas residuales procedentes de una industria láctea para evaluar la 
presencia de restos de detergentes mediante la determinación de QACs, y de una 
fábrica productora de ovoproductos para el estudio y determinación de 
ovoalbúmina.  
3.6.2 Suelos 
Los suelos agrícolas son los receptores directos de cantidades ingentes de 
pesticidas utilizados en agricultura intensiva, ya que solo una fracción de la 
cantidad aplicada incide (y permanece) directamente sobre la vegetación. Una vez 
en contacto con el suelo, la distribución y/o disipación de este tipo de compuestos 
es función de numerosos factores tales como las características fisicoquímicas del 
pesticida (solubilidad en agua, estabilidad frente a la temperatura o a la radiación 
solar), y del propio suelo (acidez, humedad, riqueza en microorganismos), 
condiciones meteorológicas… Muchos de los procesos implicados son sinérgicos, y 
a día de hoy no se conocen completamente. En cualquier caso, el análisis de 
pesticidas en suelos es de gran interés debido al riesgo potencial que representan 
tanto ellos como sus productos de degradación para los ecosistemas, en particular 
para el medio acuático.  Las muestras de suelo analizadas se tomaron de una zona 
agrícola de la Cominitat Valenciana. Las muestras se secaron en primer lugar a 
temperatura ambiente y se tamizaron (≤ 2 µm) antes del análisis.  
3.6.3 Estruvita 
La estruvita es un mineral de la clase de los fosfatos (MgNH4PO4·6H2O) que se 
origina principalmente por la descomposición bacteriana de la materia orgánica. 
Se trata de un compuesto de gran interés como fertilizante, puesto que contiene 
un alto contenido de fosfato y magnesio, y su baja solubilidad en agua lo sitúa 
como un fertilizante de lenta liberación. La precipitación de este mineral en los 
procesos de tratamiento de materia orgánica, como los llevados a cabo en las 
plantas de tratamiento de agua residual, suponen una práctica sostenible para la 














Se estudió la presencia de diferentes contaminantes ambientales en muestras 
de estruvita con el fin de comprobar que la reutilización del mineral no suponía la 
liberación de compuestos contaminantes al medio. Concretamente, se analizaron 
muestras de estruvita recuperada de la planta de tratamiento de agua residual.  
3.6.4 Biota 
En este estudio se utilizaron hojas de espinacas lavadas y empaquetadas 
destinadas al consumo humano, obtenidas en un supermercado local. Por otro 
lado, se utilizaron plantas de espinacas para monitorizar el contenido de clorofila 
a como marcador de estrés en plantas; para ello se sometieron diferentes plantas 
a la acción de pesticidas, estudiando el daño provocado a través de la estimación 
de clorofila a. 
3.6.5 Alimentos 
En este estudio se obtuvieron cenizas y analizó el contenido de hierro en 
muestras de copos de maíz, granos de café natural tostado, cacao en polvo y paté 
con un contenido de hígado de cerdo del 22.5 %, todas ellas adquiridas en 
supermercados locales. Las cenizas obtenidas para las muestras de café se 




















4.1 IT-SPME ACOPLADA EN LÍNEA A CROMATOGRAFÍA 
LÍQUIDA CAPILAR 
La IT-SPME se ha acoplado a CapLC empleando como fases de extracción 
columnas capilares recubiertas con materiales sorbentes de diferente naturaleza. 
En todos los estudios de IT-SPME-CapLC realizados se ha empleado como fase de 
extracción un capilar de sílice fundida de 0.32 mm de d.i. pero diferente longitud 
(30-100 cm), cuyas paredes internas estaban recubiertas con el material sorbente. 
Para el acoplamiento de IT-SPME y CapLC, se ha empleado un montaje tipo IT-
SPME en válvula. Como se ha comentado anteriormente, este montaje consiste 
en sustituir el loop de inyección de una válvula de 6 vías por el capilar que 
contiene la fase de extracción. De esta manera, al procesar un gran volumen de 
muestra respecto al volumen interno del capilar, los analitos quedan retenidos en 
la fase de extracción; posteriormente al cambiar la válvula a la posición de 
inyección son desorbidos por la fase móvil consiguiendo su preconcentración 
(para más detalles ver Sección 3.3.1) 
Las fases de extracción utilizadas en IT-SPME-CapLC se pueden dividir en dos 
grupos. Por un lado, se han utilizado columnas comerciales de GC sin modificar y 
modificadas con c-CNTs. Por otro lado, se han sintetizado nuevos materiales 
sorbentes con el fin de incrementar la selectividad y la capacidad de extracción; 
concretamente se han recubierto las paredes de capilares de sílice con un 
material polimérico de TEOS-MTEOS que se ha dopado con NPs de SiO2 y TiO2.  
A continuación se muestran y discuten los resultados obtenidos en los 
estudios realizados sobre la capacidad de extracción y preconcentración de las 
















4.1.1 Fases comerciales y modificadas 
4.1.1.1 Determinación de biocidas en agua por IT-SPME-CapLC-DAD. 
Estimación de la huella de carbono  
En este primer apartado se describen y discuten los resultados obtenidos en 
el desarrollo de un procedimiento de IT-SPME-CapLC para la determinación de 
diurón e irgarol®-1051 en muestras de agua empleando columnas comerciales de 
GC para la extracción. 
Optimización del procedimiento de IT-SPME 
En primer lugar se ha optimizado la etapa de extracción en línea. Para ello se 
ha estudiado la influencia de la naturaleza de la fase de extracción, de la longitud 
de la columna capilar y del volumen de muestra procesado. 
Como fase de extracción se han empleado columnas capilares de GC 
comerciales recubiertas de PDMS con diferente porcentaje de grupos difenilo (5, 
20, 35 y 50 %). La Figura 24A  muestra el área de pico obtenida al procesar 1 mL 
de una disolución patrón de irgarol®-1051 (2.5 µg L-1) y de diurón (25 µg L-1) 
empleando para la extracción segmentos de 30 cm de cada una de las columnas 
seleccionadas. Como se puede observar, se produce un aumento de la señal 
analítica al aumentar la cantidad de grupos difenilo que contiene la fase de 
extracción hasta el 35 %. Sin embargo, se produce una disminución notable del 
área de pico al utilizar un 50 % de grupos difenilo. Este cambio en la tendencia 
puede ser debido a un incremento significativo de la polaridad de la fase 
absorbente que provoca una disminución de la interacción con los analitos, y por 
tanto que la cantidad retenida de éstos sea menor. Se seleccionó el capilar 

















Figura 24. Influencia en el área de pico de: A) el porcentaje de grupos difenilo en la fase 
TRB; B) el volumen de muestra procesado para una disolución patrón de 2.5 µg L-1 de 
Irgarol®-1051 (amarillo) y 25 µg L-1 de diurón (azul). 
 
La siguiente variable optimizada fue la longitud de la columna capilar de 
extracción. Para ello, se procesó 1 mL de una disolución mezcla de irgarol®-1051 
(2.5 µg L-1) y diurón (25 µg L-1) por diferentes columnas TRB-35 de 30, 60 y 100 cm 
de longitud. Como era de esperar, al aumentar la longitud de la columna de 
extracción aumentaba la señal analítica. La respuesta del Irgarol®-1051 se 
incrementó un 18 % y un 57 % al utilizar las columnas de 60 y 100 cm, 
respectivamente, comparadas con la respuesta obtenida al utilizar la columna de 
30 cm. Para el diurón el área de pico se incrementó un 36 % y un 75 % empleando 
columnas de 60 y 100 cm de longitud, respectivamente. Se seleccionó 100 cm 
como longitud óptima del capilar de extracción; cabe mencionar que cuando se 
utilizaron columnas con longitudes mayores de 100 cm no se observó un aumento 
significativo del área de pico respecto a la obtenida con la columna de 100 cm. 
Finalmente se optimizó el volumen de muestra. Para ello, se procesaron 
volúmenes crecientes de 50 µL a 4 mL de disolución patrón de irgarol®-1051 y 
diurón de las concentraciones ya indicadas. Las señales analíticas obtenidas se 
muestran en la Figura 24B. Como se puede observar en dicha figura, se obtuvo 
mayor respuesta analítica a medida que aumenta el volumen de muestra 
procesado. En el caso del diurón, este aumento fue poco significativo al procesar 
volúmenes entre 0.5 y 4 mL. Esto puede ser debido a la autoelución del analito a 
medida que se cargar la muestra (Campíns-Falcó et al., 2010). Se seleccionó 4 mL 
como el volumen de muestra óptimo puesto que se obtuvo mayor área de pico, y 
por tanto, mayor sensibilidad, teniendo en cuenta además que en el análisis de 















A pesar de que la IT-SPME es una técnica de microextracción no exhaustiva y 
por tanto no se pueden conseguir extracciones cuantitativas, sí se pueden 
alcanzar elevados factores de respuesta dado el volumen de muestra que se 
puede procesar. La eficiencia de la extracción para el irgarol®-1051 y para el 
diurón se estimó comparando la cantidad de analito extraído (cantidad de analito 
trasferido desde la columna de extracción a la columna analítica) y la cantidad de 
analito que se procesa por la columna capilar de extracción TRB-35. La cantidad 
de analito extraído se estableció a partir de las áreas de pico y las rectas de 
calibrado obtenidas al inyectar directamente 2 µL de disolución patrón. Se 
consiguieron eficiencias de extracción del 3 % y el 19 % para el diurón y el 
irgarol®-1051, respectivamente; estos valores son acordes con la técnica 
empleada (Campíns-Falcó et al., 2010). La Figura 25 muestra el cromatograma 
obtenido para una mezcla de diurón e irgarol®-1051 en las condiciones óptimas 
de trabajo. Los tiempos de retención y los espectros UV-vis correspondientes a 
cada pico se usaron para confirmar la presencia de ambos biocidas en las 
muestras de agua analizadas. En las muestras positivas se cuantificó la 
concentración de analito empleando el área de pico como señal analítica.   
 
Figura 25. A) Cromatograma obtenido a 230 nm para una mezcla de irgarol®-1051 (2.5 µg 
L-1) y diurón (125 µg L-1); B) espectro UV del pico correspondiente al diurón; C) espectro del 


















La Tabla 18 muestra las rectas de calibrado, la precisión y los límites de 
detección (LODs) y cuantificación (LOQs) para el irgarol®-1051 y el diurón medidos 
a 226 nm y 254 nm, respectivamente. El LOD se estimó experimentalmente a 
partir de las disoluciones patrón como la concentración de analito que resultó en 
una relación señal/ruido de 3, mientras que el LOQ se estableció considerando 
una relación señal/ruido de 10. La precisión del método se ha expresado como la 
desviación estándar relativa (RSD, %). 
Como se puede observar en la Tabla 18, se obtuvieron parámetros analíticos 
satisfactorios. El intervalo de linealidad fue de 0.02 - 10 µg L-1 para el Irgarol®-
1051, y 0.7 – 15 µg L-1 para el diurón. El LOD obtenido fue 0.2 y 0.015 µg L-1 para el 
diurón y el irgarol®-1051, respectivamente. Estos resultados muestran que la 
sensibilidad del método propuesto es adecuada para la determinación de ambos 
biocidas en muestras de agua, ya que los LODs son inferiores a los niveles 
máximos fijados por la legislación europea para este tipo de sustancias (Directiva 
2013/39/UE del Parlamento Europeo y del Consejo, del 12 de agosto de 2013).  
Por otro lado, se evaluó la precisión del método propuesto, expresada como 
RSD. La RSD obtenida fue inferior al 4 %, lo cual indica que el método presenta 
una precisión satisfactoria (Tabla 18). Además, se estimó la precisión de los 
tiempos de retención obteniéndose un valor de RSD de 0.3 % para el irgarol®-
1051 y de 0.5 % para el diurón. 





 (µg L-1) 
Recta de calibrado 




(n =3) a ± sa b ± Sb R2 
Irgarol®-1051 0.02 – 10 7 ± 70 188 ± 14 0.995 0.015 3.2 















En la Tabla 19 se muestran algunos detalles experimentales y parámetros 
analíticos de diferentes procedimientos descritos en la bibliografía para la 
determinación de diurón e irgarol®-1051 en muestras de agua. Como puede 
observarse, la precisión (RSD) para el procedimiento de IT-SPME-CapLC-DAD es 
mucho mejor que la obtenida por otras metodologías, probablemente debido a la 
eliminación de las etapas del tratamiento de muestra fuera de línea. Como era de 
esperar, la sensibilidad del procedimiento propuesto es menor que la obtenida 
con extracción sobre barra agitadora (SBSE) y GC-MS o con procedimientos 
basados en SPE en línea con un detector de espectrometría de masas. No 
obstante, la sensibilidad es adecuada para el análisis de aguas ambientales según 
la legislación europea. Por otro lado, el tiempo de análisis de estos 
procedimientos es superior a los 20 min, mientras que el procedimiento descrito 

























































































































































































































































































































































































































































































































































































































































Estimación de la huella de carbono 
Como se ha mencionado anteriormente, desde un punto de vista cualitativo 
la metodología IT-SPME-CapLC-DAD es una técnica respetuosa con el medio 
ambiente ya que se reduce la cantidad de disolventes orgánicos y reactivos 
tóxicos utilizados. Sin embargo, la falta de indicadores ambientales cuantitativos 
dificulta la estimación de su impacto ambiental y la comparación entre 
metodologías. Se propuso evaluar el impacto ambiental de un procedimiento 
analítico a través del cálculo de la estimación de la huella de carbono (CFP). En 
este caso se ha empleado la CFP como indicador ambiental para evaluar 
cuantitativamente el impacto ambiental del procedimiento propuesto y poder 
compararlo con el resto de metodologías descritas en la literatura con la misma 
finalidad (métodos descritos en la Tabla 19).  
La CFP se define como la cantidad de gases de efecto invernadero expresada 
como Kg de CO2. En la Tabla 19 se muestra el valor de la CFP de las metodologías 
descritas en la bibliografía para la determinación de ambos biocidas. Como puede 
observarse, el valor de la CFP depende significativamente del tratamiento de 
muestra y de la técnica de separación/detección utilizada. De los procedimientos 
comparados en la Tabla 19, el procedimiento basado en IT-SPME-CapLC-DAD es el 
que menor huella de carbono tiene (1.10 KgCO2 eq). Los dos procedimientos de 
SPE-LC-DAD descritos en la Tabla 19 generan 1.80 y 2.30 Kg de CO2 por análisis, 
siendo más perjudiciales para el medio ambiente. Esto es debido a que estos 
procedimientos consumen más energía eléctrica ya que la SPE incluye una etapa 
de evaporación para conseguir una mayor preconcentración. Además, los tiempos 
de análisis son más elevados, y durante la etapa de tratamiento de muestra se 
utiliza gran cantidad de disolventes orgánicos generándose una mayor cantidad 
de residuos (200-300 mL/100 mL de muestra).  
Además, los procedimientos en línea incluidos en la Tabla 19 también 
presentan una mayor huella de carbono que el procedimiento de IT-SPME 
propuesto. Esto se debe a que estos procedimientos utilizan un espectrómetro de 
masas como detector. Los procedimientos de microextracción en fase sólida en 
espacio de cabeza (HS-SPME) y SBSE acoplados a GC-MS son los que mayor 
cantidad de emisiones generan, especialmente el segundo ya que requiere para el 














Por todo ello se puede concluir que de todos los procedimientos comparados, 
el método IT-SPME-CapLC-DAD es el más satisfactorio, no solo porque la 
sensibilidad y la precisión son adecuadas sino también porque se reduce el 
impacto ambiental del análisis.  
Análisis de muestras de agua 
El procedimiento IT-SPME-CapLC-DAD propuesto fue utilizado para el análisis 
de muestras de agua de tres puertos de la Comunitat Valenciana recogidas en 
diferentes épocas del año. La Tabla 20 recoge las muestras analizadas y los 
resultados obtenidos mediante el procedimiento propuesto.  
Tabla 20. Resultados obtenidos en el análisis de las muestras y estudios de recuperación 
utilizando IT-SPME-CapLC-DAD. 
 Muestra  
Concentración (µg L-1)  Recuperación (%) (n=5) 




1 Marzo < LOQ < LOD  102 ± 9 96 ± 4 
2 Abril < LOQ < LOD  110 ± 5 100 ± 5 
3 Junio < LOD < LOD  104 ± 6 105 ± 6 




5 Marzo < LOD < LOD  92 ± 5 99 ± 4 
6 Abril < LOD < LOD  108 ± 3 103 ± 6 
7 Junio < LOD < LOD  113 ± 3 96 ± 5 




9 Marzo < LOD < LOD  93 ± 5 92 ± 7 
10 Abril < LOD < LOD  98 ± 4 105 ± 6 
11 Junio < LOD < LOD  91 ± 8 94 ± 8 















Tal y como puede observarse en la Tabla 20, la concentración de diurón en 
todas las muestras de agua fue inferior al LOD, cumpliendo así con los estándares 
marcados por la legislación europea. Respecto a la concentración de irgarol®-
1051, está también fue inferior para todas las muestras excepto las muestras 1 y 2 
del Puerto de València, donde se observó su presencia, pero con una 
concentración inferior al LOQ. A modo de ejemplo, en la Figura 26 se muestra el 
cromatograma obtenido para la muestra 1 del puerto de València. La presencia de 
irgarol®-1051 se puede explicar si se tiene en cuenta que se trata de uno de los 
puertos más importantes de España y acoge un gran volumen de tráfico marítimo. 
 
Figura 26. Cromatograma obtenido a 230 nm para la muestra 1. Espectro UV del pico a 8.7 
min, correspondiente al irgarol®-1051. 
 
Por último, con el fin de validar la exactitud de los resultados obtenidos dado 
que no existen materiales de referencia para los analitos en la matriz de interés, 
se realizaron estudios de recuperación como alternativa para su evaluación. Para 
ello, se fortificaron las muestras con 0.2 µg L–1 de irgarol®-1051 y 1.5 µg L-1 de 
diurón analizándose posteriormente por el método propuesto. Los valores de 
recuperación (Tabla 20) obtenidos para todas las muestras se encuentran entre 91 
% y 113 %, siendo las recuperaciones aceptables para el análisis ambiental. Por 
tanto, se puede asumir que el procedimiento propuesto no está afectado por el 



















En el presente trabajo se propone un método alternativo a los 
procedimientos descritos en la literatura para la determinación de diurón e 
irgarol®-1051 en muestras de agua, basado en el acoplamiento de la IT-SPME con 
CapLC y un detector DAD. El procedimiento propuesto se ha aplicado 
satisfactoriamente a la determinación de ambos biocidas en muestras de agua.  
Los LODs obtenidos son 0.015 µg L-1 para el Irgarol®-1051 y 0.2 µg L-1 para el 
diurón; por tanto, el método se puede utilizar para la evaluación de la calidad del 
agua según los estándares marcados por la legislación europea. Cabe señalar que 
la precisión obtenida también ha sido satisfactoria. 
Además, se ha evaluado el impacto ambiental del procedimiento IT-SPME-
CapLC-DAD propuesto mediante el cálculo estimado de la CFP. Se ha comparado 
la CFP del procedimiento propuesto con la de otros procedimientos descritos en 
bibliografía para la identificación y determinación de ambos biocidas, siendo el 
método propuesto el más respetuoso con el medio ambiente. Los resultados 
muestran que el método propuesto es una alternativa al resto de procedimientos, 
ya que posee sensibilidad suficiente según lo exigido por la legislación europea 
para evaluar la calidad del agua, y el impacto ambiental del análisis es mucho 
menor que el de los otros procedimientos.  
Finalmente, la metodología propuesta ha sido aplicada al análisis de muestras 
de agua de diferentes puertos de la Comunitat Valenciana. Los resultados 
muestran que la concentración de Irgarol®-1051 y diurón en la mayoría de las 















4.1.1.2 Análisis de triazinas y sus productos de degradación en agua por 
IT-SPME-CapLC-DAD 
En este apartado se propone un procedimiento de IT-SPME acoplado a 
CapLC-DAD para la determinación de diferentes triazinas y algunos de sus 
respectivos productos de degradación en muestras de agua. Para la extracción 
mediante IT-SPME se utilizó una columna comercial de GC TRB-5, evaluando la 
posibilidad de incrementar la capacidad de extracción al modificar dicha fase con 
c-CNTs, tanto de pared simple como múltiple. 
Optimización de las condiciones de separación 
Previamente a la optimización de las condiciones de separación fue necesario 
definir las dimensiones del sistema IT-SPME, es decir, la longitud del capilar de 
extracción. En un principio, cabe pensar que al aumentar la longitud del capilar y 
por tanto la cantidad de fase, se obtendría una mayor respuesta analítica (mayor 
sensibilidad). Sin embargo no siempre es así. Según el flujo de trabajo y la 
composición de la fase móvil, no es recomendable el uso de capilares de gran 
longitud puesto que aumentan los tiempos de desorción y trasferencia a la 
columna analítica de los analitos, produciéndose un ensanchamiento de los picos. 
Basándonos en trabajos previos (Moliner-Martínez et al., 2011), se decidió 
utilizar un capilar de 40 cm de longitud y trabajar con un flujo de fase móvil de 5 
µL min-1. En estas condiciones, los analitos retenidos tardaron aproximadamente 
8 min en recorrer el sistema IT-SPME y llegar a la columna analítica. El tiempo 
extra introducido por el sistema IT-SPME no afectaba significativamente ni a la 
forma de los picos cromatográficos ni al tiempo de análisis.  
Inicialmente se ensayaron diferentes condiciones de elución con el fin de 
optimizar la composición de la fase móvil y conseguir así la desorción rápida y 
cuantitativa de los analitos de la fase de extracción y su posterior transferencia a 
la columna analítica, así como una adecuada separación cromatográfica de los 
analitos en la columna analítica. Las fases móviles ensayadas fueron distintas 
mezclas de agua y acetonitrilo, con un contenido de disolvente orgánico variable 














Como se ha señalado anteriormente, con el fin de conseguir elevados 
factores de preconcentración es necesario procesar volúmenes de muestra 
relativamente altos respecto el volumen interno del capilar de extracción. En este 
caso se procesaron 4 mL de muestra por un capilar de extracción de 
aproximadamente 32 µL de volumen interno. Sin embargo, cuando se procesan 
grandes volúmenes de muestra, además de los analitos pueden quedar retenidos 
en la fase de extracción otros compuestos presentes en la muestra que darán 
lugar a los correspondientes picos en el cromatograma. La presencia de estos 
picos ocasiona cromatogramas con un elevado fondo, incluso cuando se procesa 
agua nanopura. Según Campíns-Falcó et al. (2010) los picos de fondo obtenidos 
pueden deberse a la presencia de compuestos del agua ubicuos tales como 
ftalatos, ácidos carboxílicos y derivados fenólicos; en el caso estudiado ninguno de 
los picos interfería ya que eluian a diferentes tiempos que los correspondientes a 
los analitos en el cromatograma.  
Para reducir posibles interferencias asociadas a la matriz de la muestra, se 
decidió pasar por el capilar 100 µL de agua nanopura después de procesar la 
muestra. De esta manera se elimina parte de la matriz de la muestra que pueda 
quedar en el capilar. Se comprobó que empleando 100 µL de agua nanopura no se 
eluían los analitos retenidos. 
 
Figura 27. Cromatogramas obtenidos al procesar agua nanopura (4 mL + 100 µL) usando 
diferentes porcentajes de acetonitrilo en la fase móvil, 20 % (azul), 30 % (amarillo), 80 % 














Durante la optimización se observó que el porcentaje de acetonitrilo de la 
fase móvil no solo influía en el tiempo de retención (tr) de los picos del fondo, 
sino también en la intensidad de éstos. Este fenómeno se puede observar en la 
Figura 27, en la que se muestran los cromatogramas obtenidos al procesar agua 
nanopura (4 mL + 100 µL) por un capilar TRB-5 y variar el porcentaje de 
acetonitrilo de la fase móvil. Como se observa en la Figura 27, cuando el 
contenido de acetonitrilo en la fase móvil era elevado (80 - 95 %) se obtenían gran 
cantidad de picos de fondo en la primera parte del cromatograma (8–11 min), lo 
que imposibilitaba la cuantificación de la 2-hidroxi-terbutilazina y dificultando la 
estimación de la desetil-terbutilazina.  
En la Figura 28, se muestran los espectros de UV registrados para algunos de 
los picos de fondo, obtenidos con un 95 % de acetonitrilo en la fase móvil. Dos de 
estos picos fueron identificados, por comparación de los tiempos de retención y el 
espectro UV obtenidos al procesar disoluciones patrón de ambos compuestos, 
como dietilftalato (DEP) y dietilhexilftalato (DEHP) (ver Figura 28). Ambos ftalatos 
son contaminantes típicos en los laboratorios ya que se encuentran presentes en 
el material plástico de infinidad de utensilios y recipientes (Frankhauser-Noti & 
Grob, 2007). 
Por otro lado, como se puede observar en la Figura 27, al emplear una fase 
móvil con un porcentaje de acetonitrilo inferior al 30 % se obtuvieron 
cromatogramas mucho más limpios. Al disminuir el porcentaje de acetonitrilo, la 
fuerza elutrópica de la fase móvil es menor y las impurezas no son desorbidas por 
la fase móvil quedando retenidas en la fase de extracción. A pesar de que se 
obtuvieron cromatogramas más limpios utilizando una fase móvil con un 20 % de 
acetonitrilo, bajo estas condiciones no fue posible separar los picos de la desetil-
terbutilazina y la atrazina, imposibilitando la cuantificación de ambos compuestos. 
Finalmente, se estableció un compromiso entre la resolución cromatográfica 
y el tiempo de análisis, seleccionando como fase móvil una mezcla de agua y 
acetonitrilo con un 30 % del disolvente orgánico. Bajo estas condiciones se 
consiguió una buena resolución cromatográfica, y solo se observaron dos picos de 
compuestos interferentes con baja intensidad, identificados como DEP (tr = 10.8 
















Figura 28. Espectros UV normalizados de los picos observados en el cromatograma de la 
Figura 20. Los espectros corresponden al pico con tr a) 8.3 min, b) 8.7 min, c) 9.0 min, e) 
12.1 min; y disoluciones patrón de d) DEP, 9.1 min y f) DEHP, 12.1 min. Fase móvil con 95 % 




















Modificación de la fase de extracción 
Con el fin de mejorar la capacidad de extracción de la fase comercial TRB-5, 
ésta se modificó inmovilizando c-SWCNTs y c-MWCNTs sobre la superficie del 
material sorbente. La inmovilización se realizó utilizando glutaraldehído como 
agente entrecruzante (Sección 3.4.1). 
Antes de estudiar la capacidad de extracción de estas fases se evaluó la 
precisión de la funcionalización de las columnas capilares, ensayando diferentes 
síntesis de columnas modificadas. La Tabla 21 muestra la RSD obtenida 
empleando las columnas de TRB-5 comercial y las columnas de TRB-5 modificadas 
(c-SWCNTs-TRB-5 y c-MWCNTs-TRB-5). Como se puede observar en la Tabla 21, 
no existen diferencias significativas entre los valores de RSD obtenidos para las 
columnas estudiadas. Por tanto se puede afirmar que la inmovilización de los c-
CNTs en las columnas capilares de TRB-5 es un proceso reproducible.  
Tabla 21. Precisión (RSD, %) obtenida al procesar una mezcla de 50 µg L-1 de los analitos 
con las columnas de extracción estudiadas (n = 3). 
Analito* TRB-5 c-SWCNTs-TRB-5 c-MWCNTs-TRB-5 
2-Hidroxi-terbutilazina 1.2 1.2 2.0 
Desetil-terbutilazina 1.2 1.5 7.0 
Atrazina 4.0 6.0 8.0 
Propazina 4.0 3.0 2.0 















Seguidamente se estudió la eficiencia de extracción de las columnas 
modificadas. Para ello se compararon los valores de área de pico obtenidos al 
procesar con cada una de las columnas una disolución patrón que contenía 50 µg 
L-1 de cada triazina y empleando como fase móvil una mezcla de agua y 
acetonitrilo (70:30). La Figura 29 muestra los valores de área obtenidos para cada 
analito empleando las columnas recubiertas con las fases TRB-5, c-SWCNTs-TRB-5 
y c-MWCNTs-TRB-5. Los resultados obtenidos indican que la columna TRB-5 
modificada con c-SWCNTs presenta para los analitos atrazina, propazina y 
terbutilazina mayor capacidad de extracción que la columna TRB-5. Similares 
resultados se obtienen con la columna modificada con c-MWCNTs, aunque en 
este caso el área de pico de la terbutilazina es menor que la obtenida con la 
columna sin modificar. Sin embargo, la capacidad de extracción para los 
compuestos más polares 2-hidroxi-terbutilazina y desetil-terbutilazina empeora 
cuando la columna TRB-5 se modifica con c-CNTs, ya que las señales analíticas son 
inferiores a las obtenidas con la columna sin modificar.  
En la Sección 4.1.1.3 se estudia y se justifica detalladamente qué 
interacciones tienen lugar entre la fase de extracción modificada con c-CNTs y los 
analitos. Adicionalmente se evaluó la capacidad de extracción de las fases TRB-5 y 
TRB-35 modificadas con c-CNTs, empleando como analitos triazinas y otros 
contaminantes ambientales como diferentes PAHs o el piriproxifeno.  
 
Figura 29. Áreas de pico obtenidas para cada analito, con las columnas capilares TRB-5 














A partir de la relación entre la señal obtenida para la columna modificada y la 
señal en la columna sin modificar se estimó la eficiencia de extracción de las 
columnas modificadas. Los valores obtenidos para los analitos 2-hidroxi-
terbutilazina, desetil-terbutilazina, atrazina, propazina y terbutilazina con la fase 
c-SWCNTs fueron 0.8, 0.6, 2.0, 1.1 y 1.4, respectivamente; y para la fase c-
MWCNTs fueron 0.3, 0.4, 1.3, 1.1 y 0.8. Teniendo en cuenta estos resultados, se 
puede concluir que la inmovilización de c-SWCNTs o c-MWCNTs en las columnas 
comerciales TRB-5 no supone una mejora sustancial de la capacidad de extracción 
para las triazinas estudiadas en las condiciones de trabajo, especialmente para los 
compuestos más polares. 
La ligera mejora en la capacidad de extracción encontrada para algunos 
compuestos no compensaba la dedicación necesaria para modificar las columnas 
comerciales. Por ello, se seleccionó la columna comercial TRB-5 como la mejor 
opción para la extracción de triazinas. En la Figura 30 se muestran los 
cromatogramas obtenidos para un blanco y una disolución patrón de una mezcla 
de todos los analitos, empleando 40 cm de un capilar TRB-5 para la extracción. 
Como se deduce de dicha figura, se obtuvo una satisfactoria separación 
cromatográfica para todas las triazinas.  
 
Figura 30.Cromatogramas obtenidos a 230 nm al procear 4 mL de agua nanopura 
(azul) y disolución patrón mezcla de 10 µg L-1de  2-OH-TB, 5 µg L-1de DES-TBA, 1 µg 














Por otro lado se optimizó el volumen de muestra. Para ello se procesaron 
diferentes volúmenes (1 – 5 mL) de una disolución patrón conteniendo una 
mezcla de los analitos. Los resultados indicaron que para los analitos más polares 
el aumento del volumen de muestra procesado supone un discreto incremento 
del área de pico. Estos resultados sugieren que para los compuestos más polares 
se produce la autoelución al procesar 5 mL de muestra. Por otro lado, para la 
terbutilazina, el compuesto menos polar, al incrementar el volumen de muestra 
de 1 mL a 4 mL se produce un incremento sustancial de la señal analítica, 
duplicándose el área de pico. Sin embargo, al procesar 5 mL no se observó un 
incremento significativo de la señal analítica. Por ello se seleccionó 4 mL como el 
volumen de muestra óptimo. 
Estudio de los parámetros analíticos 
Una vez optimizado el procedimiento de extracción, se evaluaron los 
parámetros analíticos más relevantes: linealidad, LOD, LOQ y precisión. Para ello, 
se procesaron diferentes disoluciones patrón que contenían mezclas de las 
triazinas y productos de degradación estudiados. Los LODs y LOQs se 
determinaron experimentalmente procesando disoluciones patrón cada vez más 
diluidas. El LOD se estableció como la concentración de analito cuya área de pico 
era 3 veces superior a la relación señal-ruido del blanco. Se tomó la concentración 
de analito cuya señal analítica era 10 veces superior a dicha relación para 
establecer el LOQ. Los valores obtenidos se muestran en la Tabla 22. Cabe 
mencionar que también se verificó la ausencia de efecto memoria procesando un 
blanco de agua nanopura entre inyecciones consecutivas de las disoluciones 
patrón. 
Como se observa en la Tabla 22, en todos los casos se obtuvo una respuesta 
lineal para concentraciones menores a 50 µg L-1; los LODs se encuentran en el 
rango de 0.02 a 0.1 µg L-1, y los LOQs varían de 0.08 a 0.5 µg L-1. La sensibilidad 
obtenida resultó suficiente para que el método propuesto pueda ser utilizado 
para monitorizar triazinas y sus productos de degradación en muestras de agua. A 
este efecto cabe resaltar que la Unión Europea establece en los Estándares de 
Calidad Ambiental que la concentración media anual permitida de atrazina en 
aguas superficiales es 0.6 µg L-1 y 2 µg L-1 la concentración máxima permitida 


































































































































































































































































































































































































































Finalmente, se evaluó la precisión del procedimiento propuesto procesando 
disoluciones mezcla de concentración 10 µg L-1 en cada uno de los compuestos.  
Como se puede ver en la Tabla 22, se midió tanto la precisión intra-día como 
inter-día, obteniéndose valores de RSD inferiores al 9 % y al 17 %, 
respectivamente. Considerando los resultados obtenidos, se puede concluir que la 
precisión obtenida es satisfactoria.  
Análisis de muestras 
El método propuesto se empleó para la determinación y, en su caso, 
cuantificación de triazinas y productos de degradación en muestras de agua de 
mar y transición. En la Figura 31, se muestran los cromatogramas obtenidos para 
algunas de las muestras procesadas. No se encontró ninguno de los analitos 
incluidos en el estudio descrito, a excepción de una muestra de agua de transición 
en la cual se encontró terbutilazina (Figura 31); la señal analítica puso de 
manifiesto que la concentración de este pesticida en la muestra analizada se 
encontraba próxima a su LOQ.  
 
Figura 31. Cromatogramas obtenidos a 230 nm para dos muestras analizadas de agua de 














Cabe destacar (Figura 31) que no se observaron los picos correspondientes a 
la contaminación de ftalatos u otros compuestos orgánicos en aguas de mar y de 
transición, a diferencia de lo observado al procesar las disoluciones patrón 
preparadas en agua nanopura (Figura 27). Estos resultados refuerzan la idea de 
que los ftalatos observados procederían del sistema de purificación de agua, ya 
que solo aparecieron cuando se procesaron las disoluciones patrones preparadas 
en agua nanopura. Por tanto, puede considerarse que el método tiene una 
excelente selectividad para el análisis de muestras de agua de mar y transición. 
Seguidamente se estudió la existencia de efecto matriz. Para ello se 
realizaron diferentes estudios de recuperación, fortificando las muestras con 10 
µg L-1 de cada analito, evaluándose la recuperación como la relación entre el área 
obtenida para la muestra fortificada y el área correspondiente a un patrón de la 
misma concentración. Los valores de recuperación obtenidos se encuentran en el 
intervalo de 98 % - 120 % (Tabla 23). Por otro lado, se comprobó que los LODs y 
LOQs eran los mismos independientemente de que el patrón se preparara en 
agua nanopura o en muestra. Por todo ello se puede concluir que el método no 
está afectado de efecto matriz. 
Finalmente, se evaluó la exactitud del método fortificando las muestras con 
todos los analitos estudiados a dos niveles diferentes de concentración (2.6 y 25.5 
µg L-1). Para la cuantificación de la concentración añadida a las muestras, se 
emplearon las rectas de calibrado calculadas a partir de las disoluciones patrón 
preparadas en agua nanopura. Las concentraciones calculadas son 
estadísticamente similares a las concentraciones añadidas (Tabla 23). Por tanto, 





















Tabla 23. Resultados obtenidos en el estudio del efecto matriz y de la exactitud. 
Analito 
Recuperacióna 
(%) (n = 3) 
Exactitud (n = 3) 
Concentración 
añadida (µg L-1) 
Concentración 
calculada (µg L-1) 
2-Hidroxi-terbutilazina 100 ± 2 
2.6 2.6 ± 0.2 
25.5 25.2 ± 0.2 
Desetil-terbutilazina 98 ± 2 
2.6 3.04 ± 0.07 
25.5 28 ± 2 
Atrazina 114 ± 5 
2.6 2.39 ± 0.09 
25.5 29 ± 1 
Propazina 120 ± 4 
2.6 2.4 ± 0.3 
25.5 29.0 ± 0.9 
Terbutilazina 106 ± 7 
2.6 2.7 ± 0.2 
25.5 24 ± 1 
a Establecido a partir de una concentración de 10 µg L-1 
 
Comparación con otros procedimientos 
La extracción y preconcentración de contaminantes polares presentes en 
muestras de agua es a día de hoy, uno de los retos a los que se enfrenta la 
Química Analítica. Por ello, durante los últimos años se ha hecho un gran esfuerzo 
para el desarrollo de nuevas técnicas y sorbentes que mejoren la eficiencia y la 
selectividad de la extracción de pesticidas polares. A este respecto, se han tenido 
en cuenta los principios de la QAV, especialmente en el desarrollo de 
procedimientos más simples y miniaturizados, así como en la reducción de la 
cantidad de reactivos usados y residuos generados.  
En la Tabla 24, se muestran las características más relevantes de algunos 
métodos de microextracción y análisis descritos en la literatura para la 














La SPME en fibra es una técnica ampliamente utilizada ya que se trata de un 
procedimiento sencillo y se puede acoplar a GC y LC. Sin embargo, el elevado 
tiempo de extracción y los bajos coeficientes de extracción conseguidos para 
analitos polares han motivado la búsqueda de otras técnicas de extracción como 
SBSE, la mixcroextracción líquido-líquido dispersiva (DLLME), la microextracción 
líquido-líquido-sólido (LLSME), la microextracción líquida sobre fibra hueca (HF-
LPME) o la mixcroextracción en fase sólida sobre membrana (SPMTE). Todas estas 
técnicas son mejores que la SPE en términos de consumo de reactivos y 
materiales, y generación de residuos. Además todas proporcionan una adecuada 
sensibilidad y selectividad para la determinación de triazinas; no obstante no han 
sido aplicadas a la determinación de productos de degradación.  
La IT-SPME puede ser utilizada para la determinación de triazinas polares y 
sus productos de degradación, siendo los LODs obtenidos comparables a los 
obtenidos por otras técnicas de microextracción (Tabla 24). Solo el método 
basado en SBSE, que combina SPE y SPME, es superior en términos de sensibilidad 
al método propuesto. A diferencia de los métodos descritos en la Tabla 24, el 
método propuesto es más rápido y sostenible, con una menor huella de carbono, 
ya que únicamente requiere 3 min para el tratamiento de la muestra y el análisis 
tiene lugar en menos de 30 min. Además no requiere disolventes ni materiales 




















































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































Los resultados obtenidos demuestran por primera vez, que el uso de IT-SPME 
en válvula empleando como fase de extracción columnas capilares de CG 
comerciales es una alternativa válida para la determinación de triazinas polares y 
sus productos de degradación. Las condiciones cromatográficas y de extracción 
deben ser seleccionadas con el fin de conseguir una adecuada extracción y 
transferencia de todos los analitos que hayan quedado retenidos en la fase de 
extracción, así como para evitar la aparición de picos de fondo correspondientes a 
la presencia de otros contaminantes potencialmente presentes en el agua 
nanopura.  
Respecto al uso de columnas de extracción TRB-5 modificadas con c-CNTs, no 
se logró una mejora significativa de la capacidad de extracción para triazinas y sus 
principales productos de degradación respecto a la columna TRB-5 sin modificar.  
Además, el método propuesto combina el uso de CapLC y el procesado de 
volúmenes relativamente grandes de muestra para la rápida determinación de 
triazinas y productos de degradación, pudiéndose incrementar la sensibilidad 
utilizando un capilar de mayor longitud. La sensibilidad es suficiente para la 
monitorización de triazinas y productos de degradación en aguas 
medioambientales según los estándares marcados por la legislación europea 
(Directiva 2013/39/UE del Parlamento Europeo y del Consejo, del 12 de agosto de 
2013). Finalmente, cabe destacar que se trata de un método rápido, fácil de 














4.1.1.3 Evaluación de capilares recubiertos con PDMS modificado con c-
CNTS para IT-SPME-CapLC-DAD 
Como se ha mostrado anteriormente, la utilización de columnas TRB-5 
modificadas con c-SWCNTs y c-MWCNTs como fase de extracción en IT-SPME no 
es una buena opción para las triazinas y sus productos de degradación.  
En el siguiente apartado se discute sobre qué tipo de interacciones pueden 
tener lugar entre la fase de extracción y los analitos, para tratar de interpretar los 
resultados obtenidos. Además se ha ampliado el estudio a columnas de PDMS 
TRB-35 que también se han modificado, para la extracción de triazinas y otros 
compuestos como piriproxifeno y algunos PAHs. Respecto de los PAHs, se han 
seleccionado el naftaleno, el benzo[b]fluoranteno y el dibenzo[a,h]antraceno, 
puesto que estos tres compuestos poseen una estructura con diferente número 
de anillos aromáticos (Tabla 12), y por tanto cubren un amplio rango de 
polaridades (log Kow = 3.37 - 6.86 ).  
Caracterización de los c-CNTs y las columnas modificadas 
En primer lugar se comprobó que el proceso de carboxilación se había 
producido adecuadamente. Para ello, se obtuvieron mediante ATR-FTIR los 
espectros de los nanotubos carboxilados c-SWCNTs y c-MWCNTs sintetizados 
después de la etapa de oxidación (Figura 32). En ambos espectros se observó una 
banda a 1360 cm-1, que corresponde a la flexión del grupo CH2 unido a un grupo 
carboxilo. También en ambos casos se pudieron observar dos bandas muy 
intensas sobre 1120 cm-1 y 1710 cm-1; estas bandas se corresponden con el 
estiramiento de los enlaces C-O y C=O, respectivamente. La presencia de estas 
tres bandas indica la existencia de grupos carboxilo en los nanotubos, y por tanto, 
















Figura 32. Espectros IR de los A) c-SWCNTs y B) c-MWCNTS; imágenes SEM de los capilares 
c) c-SWCNTs-TRB-5 y d) c-MWCNTS-TRB-5. 
 
Una vez comprobado que los nanotubos se habían oxidado, se procedió a su 
inmovilización en las columnas TRB-5 y TRB-35. También se comprobó que la 
inmovilización de los c-CNTS en las columnas de PDSM comerciales se había 
producido satisfactoriamente. La Figura 32 muestra las imágenes SEM de la 
superficie interior para la columna comercial TRB-5 modificada con c-SWCNTs y c-
MWCNTs. En ambas imágenes se puede observar que las paredes internas del 
capilar están recubiertas por una capa homogénea, la cual corresponde a los c-


















Estudio de la capacidad de extracción de compuestos heterocíclicos 
nitrogenados 
En primer lugar se evaluó la capacidad de extracción de las fases modificadas 
para la extracción y preconcentración de compuestos heterocíclicos nitrogenados. 
Los analitos seleccionados para realizar este estudio fueron las triazinas 2-hidroxi-
terbutilazina, desetil-terbutilazina, terbutilazina, atrazina y propazina, así como el 
insecticida piriproxifeno. La Figura 33 muestra la respuesta analítica obtenida al 
procesar por las diferentes columnas de extracción 4 mL de una disolución que 
contenía una mezcla de triazinas de concentración 50 µg L-1 y piriproxifeno de 
concentración 10 µg L-1. Por otro lado, se determinaron experimentalmente los 
LODs para todos los analitos con las diferentes columnas analíticas estudiadas 
(Tabla 25).    
Los resultados plasmados en la Figura 33 muestran que la columna TRB-35 
tiene mayor capacidad de extracción para las triazinas que las columnas TRB-5. 
Para interpretar este comportamiento hay que tener en cuenta que la columna 
TRB-35 contiene un 30 % más de grupos difenilo que la columna TRB-5; esto 
implica que la polaridad es diferente, ya que a mayor porcentaje de grupos 
difenilo mayor es la polaridad. Por otro lado, las triazinas son compuestos polares 
(log Kow = 1.82 – 3.21) por tanto, cabe esperar una mayor interacción con la fase 
más polar, es decir con la columna TRB-35. Por el contrario, la capacidad de 
extracción del piriproxifeno de la columna TRB-5 es mayor que la de la columna 
TRB-35, ya que el analito es el más apolar (log Kow = 5.37). Los LODs obtenidos 
















Figura 33. Respuesta analítica de los compuestos heterocíclicos nitrogenados (50 µg L-1) 
empleando las columnas comerciales y modificadas: TRB-5 (azul), c-SWCNTs-TRB-5 (rojo). 
c-MWCNTs-TRB-5 (verde), TRB-35 (morado), c-SWCNTs-TRB-35 (gris) y c-MWCNTs-TRB-35 
(naranja). Las barras de error representan la desviación estandar para n = 3.  
 
La interpretación de los resultados obtenidos para las columnas modificadas 
con c-SWCNTs y c-MWCNTs debe ser abordada desde el punto de vista del tipo de 
interacciones que pueden establecerse entre las triazinas y los c-CNTs. Las 
triazinas pueden interaccionar con los CNTs a través de interacciones tipo π-π. Sin 
embargo, en este trabajo se han inmovilizado c-CNTs, es decir CNTs que contienen 
grupos carboxilo. Estos grupos pueden interaccionar a través de interacciones de 
tipo intercambio iónico y mediante puentes de hidrógeno (Whang et al., 2014), 
























































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































Experimentalmente se observó que al modificar las columnas comerciales 
TRB-35 con c-CNTs la señal analítica disminuía y los LODs aumentaban (Figura 33 y 
Tabla 25). Por el contrario, al inmovilizar c-SWCNTs en las columnas comerciales 
TRB-5 se observó un aumento de la señal analítica respecto a la señal obtenida 
con la columna TRB-5 para la atrazina, la propazina y la terbutilazina. Este 
aumento de la capacidad de extracción puede deberse a una mayor interacción 
entre las triazinas y la fase de extracción, ya que a las interacciones de tipo π-π se 
suman las interacciones tipo puente de hidrógeno e intercambio iónico entre las 
triazinas y los grupos carboxilo de los nanotubos. No obstante, la señal analítica 
obtenida con la columna c-SWCNTs-TRB-5 es muy similar a la obtenida con la 
columna TRB-35 sin modificar. 
En el caso del piriproxifén, la Tabla 25 muestra que, de todas las fases de 
extracción estudiadas, la fase c-MWCNTs-TRB-35 es la que proporcionó menor 
LOD. El aumento de la capacidad de extracción al inmovilizar c-MWCNTs en la fase 
de extracción TRB-35 puede ser debido al aumento de las interacciones tipo π-π 
entre el analito y los c-CNTs inmovilizados en la superficie del capilar (Wang et al., 
2010). 
Estudio de la capacidad de extracción para hidrocarburos aromáticos policíclicos  
Seguidamente se estudió la capacidad de extracción para los PAHs 
seleccionados en las diferentes fases de extracción desarrolladas. Dado que los 
PAHs incluyen gran cantidad de compuestos con un amplio intervalo de 
estructuras, para realizar el estudio, se han seleccionado tres compuestos 
aromáticos con diferente polaridad: naftaleno (log Kow = 3.37), 
benzo[b]fluoranteno (log Kow = 6.04) y dibenzo[a,h]antraceno (log Kow = 6.86). 
Como se puede observar todos ellos son más apolares que las triazinas. 
La Figura 34 muestra la señal analítica obtenida al analizar una disolución patrón 
conteniendo una mezcla de los distintos analitos en concentración 100 µg L-1 para 
cada uno de ellos. Como era de esperar, para el compuesto menos apolar, el 
naftaleno, la columna TRB-35 (más polar) proporciona mayor señal analítica que 
la columna TRB-5. Sin embargo, para los compuestos de menor polaridad, la 
columna con menos grupos difenilo proporciona mayor respuesta analítica. Estos 
















Figura 34. Respuesta analítica para los PAHs con los capilares ensayados: TRB-5 (azul), c-
SWCNTs-TRB-5 (amarillo), c-MWCNTs-TRB-5 (gris), TRB-35 (morado), c-SWCNTs-TRB-35 
(verde) y c-MWCNTs-TRB-35 (rojo). Las barras de error representan la desviación estándar 
para n = 3. 
 
Por otro lado, como se puede observar en la Figura 34, al inmovilizar c-CNTs 
en la columna comercial TRB-5 se produce un aumento muy significativo de la 
señal analítica, independientemente de la polaridad del analito y por tanto una 
disminución de los LODs (Tabla 25). Estos resultados, pueden ser debidos al 
incremento de las interacciones de tipo π-π entre los anillos aromáticos de los 
PAHs y los c-CNTS inmovilizados en la fase de extracción. Respecto a las columnas 
TRB-35 modificadas, se observa un ligero incremento del área de pico cuando se 
modifica la columna con c-MWCNTs para los PAHs más apolares. Posiblemente 
este incremento de la señal también se deba a un aumento de las interacciones 




















Evaluación de la precisión 
Seguidamente se evaluó la precisión a un nivel de concentración de 50 µg L-1 
para las triazinas y piriproxifén, y 100 µg L-1 para los PAHs. La RSD obtenida para 
las diferentes fases estudiadas se muestra en la Tabla 25. Para todas las fases 
estudiadas, los valores de RSD fueron inferiores al 9 % cuando se procesó una 
disolución patrón por la misma columna. Por otro lado, la RSD se incrementó 
hasta el 19 % cuando se compararon las áreas de pico obtenidas para todos los 
analitos al procesar la misma disolución por capilares con la misma fase de 
extracción, pero sintetizados en días diferentes. Estos resultados ponen de 
manifiesto que el uso de columnas de PDMS modificadas con c-CNTs como fase 
de extracción para IT-SPME es una opción satisfactoria. 
Evaluación de la relación entre la capacidad de extracción y el log Kow 
Para evaluar la capacidad de extracción de las diferentes columnas se definió 
el índice de preconcentración (IP) como la relación entre la señal obtenida con la 
columna modificada con c-CNTS respecto del área de pico obtenida para la 
columna sin modificar. Los IPs obtenidos para todos los analitos y fases de 
extracción se muestran en la Tabla 27. Como se puede observar en dicha tabla, no 
existe una clara relación entre el IP y el valor de log Kow. Por tanto, se puede 
concluir que la polaridad no es el único factor que influye en la capacidad de 
extracción. 
La presencia de grupos funcionales en los analitos es una variable que puede 
influir en la capacidad de extracción, ya que éstos definirán las interacciones que 
pueden tener lugar con el sorbente. En este caso, los c-CNTs inmovilizados en la 
fase de extracción pueden interaccionar con los analitos a través de interacciones 
tipo π-π, puentes de hidrogeno e intercambio iónico, siendo la primera la 



















Tabla 26. IPs obtenidos para todos los analitos. 









2-Hidroxi-terbutilazina 1.82 0.6 0.4 0.2 0.2 
Desetil-terbutilazina 2.30 0.8 0.4 0.7 0.9 
Atrazina 2.61 2.1 1.3 0.4 0.3 
Propazina 2.93 1.0 1.1 0.4 0.1 
Terbutilazina 3.21 1.4 0.8 0.5 0.3 
Naftaleno 3.37 4.0 3.2 0.6 0.5 
Piriproxifén 5.37 1.0 1.1 1.8 1.9 
Benzo[b]fluoranteno 6.04 4.9 2.4 0.9 1.7 
Dibenzo[a,h]antraceno 6.86 6.3 3.0 1.2 4.6 
 
Los valores más altos de IP se obtuvieron para los PAHs cuando se utilizó la 
columna recubierta con la fase c-SWCNTs-TRB-5. Este hecho puede ser atribuido a 
la fuerte interacción de tipo π-π que cabe esperar entre los anillos aromáticos y 
los c-CNTS. Cabe destacar que la capacidad de extracción aumenta cuando lo hace 

























En este trabajo se ha evaluado la capacidad de extracción de columnas 
capilares comerciales recubiertas de PDMS con diferentes porcentajes de grupos 
difenilo (TRB-5 y TRB-35) modificadas con c-CNTS. Estas columnas se han utilizado 
como fase de extracción para IT-SPME-CapLC-DAD. Los nanomateriales c-SWCNTs 
y c-MWCNTs fueron inmovilizados satisfactoriamente en las columnas 
comerciales TRB-5 y TRB-35. Se ha evaluado la capacidad de extracción de estas 
fases para compuestos heterocíclicos nitrogenados y PAHs. 
Los resultados obtenidos indican que la capacidad de extracción de estas 
fases no depende tanto de la polaridad de los analitos (log Kow) como de los 
grupos funcionales de los analitos y el sorbente. Por ejemplo, la capacidad de 
extracción de los PAHs aumenta significativamente cuando se modifican las fases 
con c-CNTs, debido a las interacciones de tipo π-π. Los resultados indican que el 
porcentaje de grupos difenilo y el tipo de c-CNTs (c-SWCNTs y c-MWCNTs) 
también influyen en la capacidad de extracción. 
Bajo las condiciones experimentales utilizadas, la mejor eficiencia en la 
extracción para los PAHs estudiados se ha conseguido con la fase c-SWCNTs-TRB-
5. Esta fase también proporciona mejores resultados para algunas triazinas que la 
columna TRB-5 sin modificar. Por otro lado, la fase c-MWCNTs-TRB-35 es la más 
adecuada para la extracción del piriproxifeno. Sin embargo, para el análisis 
simultáneo de todos los compuestos estudiados la mejor opción sería la fase c-
SWCNTs-TRB-5. 
Por tanto, se corroboró que la estructura de los analitos y del material 
sorbente son variables fundamentales a tener en cuenta a la hora de seleccionar 














4.1.2. Fases sintetizadas 
Como se ha mencionado con anterioridad, en la actualidad uno de los 
objetivos de la Química Analítica consiste en desarrollar procedimientos 
sostenibles que permitan la rápida determinación de contaminantes en 
concentraciones más bajas, incluyendo un creciente número de compuestos 
polares. Por ello es necesaria la búsqueda de nuevas fases de extracción que 
permitan retener y preconcentrar compuestos de mayor polaridad. En esta línea, 
se ha desarrollado una nueva fase de extracción para IT-SPME basada en el 
empleo de un polímero de TEOS-MTEOS como recubrimiento de las paredes 
internas de un capilar de sílice fundida. Con el fin de incrementar la capacidad de 
extracción del material sorbente, el polímero se dopó con NPs de SiO2 y TiO2.  
En los siguientes apartados se compara la capacidad de extracción de la fase 
polimérica propuesta con la capacidad de extracción obtenida utilizando 
diferentes columnas comerciales de GC. Para llevar a cabo este estudio se 
seleccionaron como analitos diversos contaminantes ambientales de distinta 
estructura y polaridad. Además, los procedimientos desarrollados se aplicaron 
tanto al análisis de muestras de agua como de suelos agrícolas. 
Se han realizado dos estudios diferentes. En primer lugar, se comparó 
mediante IT-SPME-CapLC-DAD la capacidad de extracción y preconcentración de 
las fases comerciales y la fase polimérica desarrollada modificada con NPs de SiO2 
para el análisis de diferentes pesticidas. Seguidamente, se realizó el mismo 
estudio comparativo para la extracción y preconcentración de compuestos 
aromáticos como sacarina, naftaleno y fluoranteno. Este segundo estudio se 
realizó utilizando IT-SPME-CapLC-FD, e incluyendo además el polímero modificado 


















4.1.2.1 Estudio de la extracción en línea de contaminantes polares por IT-
SPME empleando fases con nanopartículas de sílice  
En este apartado se comentan los resultados obtenidos empleando como 
fase de extracción las columnas comerciales TRB-5, TRB-35, Carbowax y FFAP, así 
como las fases obtenidas con TEOS-MTEOS sin modificar y modificadas con NPs de 
SiO2. Para realizar este estudio se han seleccionado diferentes pesticidas como 
compuestos representativos de analitos de media-alta polaridad. Los compuestos 
seleccionados fueron iodosulfurón-metil, tritosulfurón, tribenurón-metil, 
metribuzina, triflusulfurón-metil, irgarol®-1051, bifenox y cipermetrina.  
Estudio de las condiciones cromatográficas 
Inicialmente se evaluaron los perfiles cromatográficos obtenidos con las 
diferentes fases de extracción estudiadas. No se observaron diferencias 
significativas ni en los tiempos de retención ni en el perfil de pico para ninguno de 
los analitos con las fases de extracción seleccionadas. Esto indica que, para todas 
ellas, la desorción y trasferencia de los analitos de la columna de extracción a la 
columna analítica es muy rápida, y por tanto el acoplamiento de la técnica IT-
SPME no causa picos adicionales ni distorsiona el perfil cromatográfico. Cabe 
mencionar que en las condiciones de elución seleccionadas (Tabla 15) se 
obtuvieron dos picos para la cipermetrina, atribuidos a diferentes isómeros de 
este compuesto. En ensayos cuantitativos se utilizó la suma de las áreas de ambos 
picos como la señal analítica para este pesticida. 
Estudio de la eficiencia de extracción 
Para poder comparar la eficiencia de extracción de las diferentes fases 
estudiadas se procesaron 100 µL de disolución patrón que contenía (200 µg L-1) de 
cada uno de los analitos. La Figura 35 muestra las áreas de pico obtenidas para 














Con la intención de evaluar si las áreas de pico obtenidas con la fase de 
extracción TEOS-MTEOS con NPs de SiO2 inmovilizadas era significativamente 
diferente a las áreas de pico obtenidas con el resto de fases, se realizó para cada 
analito un test t de comparación de valores entre la señal obtenida con la fase 
propuesta y la máxima señal obtenida para el resto de columnas. Es decir, se 
comparó el área de pico obtenida con la fase TEOS-MTEOS-SiO2 con el área 
obtenida con la fase FFAP para el iodosulfurón-metil, tritosulfurón, tribenurón-
metil, triflusulfurón-metil e irgarol®-1051, con la fase TEOS-MTEOS para la 
metribuzina y el bifenox, y con la fase TRB-5 para la cipermetrina (Figura 35). Los 
valores de tcalculada fueron más altos que el valor de ttabulada para un nivel de 
confianza del 95 % excepto para el tribenurón-metil (tcalculada = 1.485, ttabulada = 
2.365). Esto indicó que la fase TEOS-MTEOS-SiO2 proporcionaba una señal 
significativamente superior al resto de fases de extracción para todos los analitos, 
excepto para el tribenurón-metil.  
 
Figura 35. Áreas de pico obtenidas con los capilares TRB-5 (azul), TRB-35 (amarillo), 
Carbowax (gris), FFAP (morado), TEOS-MTEOS (verde) y TEOS-MTEOS-SiO2 (rojo). 














Asimismo, se calculó el IP para comparar la capacidad de extracción de las 
diferentes fases estudiadas. En este caso, el IP corresponde a la relación entre la 
señal analítica de cada analito obtenida con una determinada fase de extracción y 
la señala obtenida para el mismo analito con la fase TRB-5. Se decidió tomar la 
fase TRB-5 como referencia ya que ésta fase se había utilizado anteriormente en 
la determinación de herbicidas (ver sección 4.1.1.2). Los IP obtenidos se muestran 
en la Tabla 28. 
Los valores de IPs obtenidos para cada analito pueden explicarse en base a las 
interacciones que se establecen en cada caso con el material sorbente. Por un 
lado, las columnas TRB-5 y TRB-35 poseen grupos difenilo que pueden 
interaccionar a través de interacciones de tipo π-π con los anillos aromáticos de 
los analitos (Tabla 8 y 11). Los IPs obtenidos para la columna TRB-35 son muy 
próximos a 1, lo que indica que no hay diferencias significativas entre la capacidad 
de extracción de la columna TRB-5 y TRB-35, es decir, al aumentar el porcentaje 
de grupos difenilo no aumenta la capacidad de extracción. Esto sugiere que con 
un 5 % de grupos difenilo en la fase de extracción se alcanza el número máximo 
de puntos de interacción con los anillos aromáticos de los analitos a la 


















































































































































































































































































































































































































































Por otro lado, las fases basadas en PEG consisten en una red polimérica que 
contiene grupos hidroxilo, siendo una fase selectiva para la extracción de 
compuestos polares (Wang et al., 2000; Silva & Augusto, 2005). La mayoría de los 
contaminantes incluidos en este estudio tienen grupos funcionales (-NH2, -NH…) 
que pueden interaccionar con los grupos hidroxilo de la fase de extracción. Por 
tanto, cabe esperar una alta capacidad de extracción. Sin embargo, los IPs 
obtenidos con la fase PEG (Tabla 28) son similares o en algunos casos menores a 
los obtenidos con las columnas de PDMS.  Esto quizás se deba a que la presencia 
de grupos hidroxilo libres en la fase PEG no supera las interacciones π-π que se 
establecen en las fases de PDMS con grupos difenilo. Esta hipótesis está de 
acuerdo con los valores de IP obtenidos con la fase FFAP (PEG modificado con 
ácido nitrotereftálico). Como se observa en la Tabla 28, los IPs obtenidos para 
todos los analitos con la columna FFAP son mayores a 1, lo que indica una mayor 
interacción entre esta fase y los compuestos seleccionados a causa de la presencia 
en la fase de extracción de anillos aromáticos, grupos nitro y grupos carbonilo; 
estos últimos pueden interaccionar con los analitos a través de interacciones 
dipolo-dipolo y puente de hidrógeno.  
Cuando se utilizó el capilar recubierto con fase sintetizada de TEOS-MTEOS, 
se observó un ligero incremento de la capacidad de extracción para todos los 
analitos respecto a la fase TRB-5. Este incremento fue mayor para la metribuzina y 
el irgarol®-1051, ya que poseen un grupo terc-butilo, y dado que las interacciones 
hidrofóbicas son las predominantes en este tipo de fases (Ou et al., 2013), la 
adsorción de estos dos compuestos está favorecida. 
Por otro lado, la inmovilización de NPs de SiO2 en la fase de TEOS-MTEOS 
produjo un incremento significativo de la señal para todos los analitos (Figura 36) 
y por tanto los factores de preconcentración son elevados, especialmente para los 
compuestos más polares (Tabla 28). Este incremento de la capacidad de 
extracción puede ser explicado por la presencia de grupos hidroxilo en la 
superficie de las NPs de SiO2 (Patwardhan et al., 2012; Bapat, Labade, Chaudhari & 
Zinjarde, 2016), que permiten interacciones hidrofílicas como por ejemplo 
puentes de hidrógeno. Es decir, el incremento de la capacidad de extracción se 
debe a la combinación de las interacciones hidrofóbicas debidas a la red 
polimérica y a las interacciones hidrofílicas entre los analitos y los grupos –OH de 














De acuerdo con los valores obtenidos en la Tabla 28, se seleccionó el capilar 
recubierto de TEOS-MTEOS modificado con NPs de SiO2 como fase de extracción 
óptima para la determinación de los contaminantes seleccionados. A modo de 
ejemplo, en la Figura 36 se muestran los cromatogramas obtenidos para 
disoluciones patrón de los analitos en las condiciones propuestas.  
 
Figura 36. Cromatogramas obtenidos a 230 nm para disoluciones patrón de a) 
iodosulfurón-metil, tritosulfurón, tribenurón-metil y triflusulfurón-metil (100 µg L-1) y b) 















 Parámetros analíticos  
En la Tabla 29 se muestran los parámetros analíticos obtenidos con la 
columna capilar recubierta de la fase TEOS-MTEOS modificada con NPs de SiO2. 
Como se puede observar en esta tabla, se consiguió una linealidad satisfactoria en 
el intervalo 20-200 µg mL-1 para la cipermetrina y de 5 a 200 µg L-1 para el resto de 
analitos. Se observaron valores de RSD inferiores al 10 % (n = 3). Los LODs fueron 
inferiores a 1 µg L-1, excepto para la cipermetrina debido a que se eluye como un 
doble pico. El LOD de la cipermetrina se estableció con el primer pico, ya que es el 
más intenso de los dos, pero el valor del LOD calculado corresponde a la 
concentración total de los isómeros.   
Tabla 28. Parámetros analíticos obtenidos con la columna TEOS-MTEOS-SiO2. 
Analito 
Recta calibrado ( y = a + bx)1 Precisión2 
(n =3) (%) 
LODs 
µg L-1 a ± sa b ± sb R2 
Iodosulfurón-metil -11 ± 2 3.7 ± 0.1 0.990 4 1.0 
Tritosulfurón 2 ± 6 5.0 ± 0.2 0.991 2 1.0 
Tribenurón-metil -17 ± 11 6.1 ± 0.1 0.996 3 2.5 
Metribuzina 22 ± 1 5.17 ± 0.01 0.9990 9 0.5 
Triflusulfurón-metil -19 ± 12 6.65 ± 0.10 0.995 3 0.75 
Irgarol®-1051 -50 ± 30 40.9 ± 0.4 0.9995 1 0.5 
Bifenox -50 ± 40 6.9 ± 0.2 0.9998 5 1.0 
Cipermetrina 12 ± 9 5.6 ± 0.2 0.9990 4 7.5 
1 Establecido con 5 concentraciones en el intervalo de 25 a 200 µg L-1 de cipermetrina y 20 a 200 µg L-1 para el 
resto de analitos. 2 Para una concentración de 100 µg L-1 de cipermetrina y 25 µg L-1 del resto de analitos. 
 
Aplicación al análisis de muestras ambientales 
Finalmente, el procedimiento propuesto se aplicó al análisis de muestras de 
agua de mar y transición. Antes de ser procesadas por el sistema IT-SPME las 
muestras únicamente fueron filtradas. 
Los compuestos de la matriz se eluían principalmente entre 2-6 min, por 
tanto, no interferían con los picos correspondientes a los analitos, cuyos tiempos 
de retención se encontraban en el intervalo de 7 a 25 min (Figura 37). Sin 
















Figura 37. Cromatogramas obtenidos a 230 nm para una muestra de agua (azul) y la 
misma muestra fortificada (amarillo) con metribuzina, irgarol®-1051, bifenox (25 µg L-1) y 
cipermetrina (125 µg L-1). 
 
Una de las muestras de agua fue fortificada con 25 µg L-1 de metribuzina e 
irgarol®-1051, 125 µg L-1 de cipermetrina y 200 µg L-1 del resto de pesticidas para 
evaluar la existencia de efecto matriz a través del cálculo de la recuperación. En la 
Figura 30 se muestran los cromatogramas obtenidos para la muestra de agua sin 
fortificar y fortificada. La recuperación para cada analito se calculó a partir de la 
relación entre el área de pico obtenida en la muestra fortificada y el área 
correspondiente a un patrón de la misma concentración. El bifenox no se incluyó 
en los estudios de recuperación por las razones mencionadas anteriormente. 
Los valores de recuperación calculados se muestran en la Tabla 30. Como se 
puede observar, las recuperaciones obtenidas son próximas a 100 %, lo que indica 
que el análisis de este tipo de muestras empleando como fase de extracción la 
columna capilar de sílice recubierta del material polimérico de TEOS-MTEOS-SiO2 
no está afectado de efecto matriz. Cabe destacar que las muestras fueron 
procesadas sin ajustar ni el pH ni la fuerza iónica. Los resultados obtenidos indican 
que el efecto de ambas variables es poco significativo en la extracción de los 
















Tabla 29. Recuperaciones obtenidas para una muestra de aguade mar. 
Analito 
Recuperación 
(n = 3) (%) 
Iodosulfurón-metil 100 ± 2 
Tritosulfurón 143 ± 3 
Tribenurón-metil 109 ± 4 
Metribuzina 84 ± 4 
Triflusulfurón-metil 115 ± 6 
Irgarol®-1051 100 ± 9 
Cipermetrina 106 ± 6 
 
Además, se realizó un estudio preliminar sobre extracción y determinación en 
suelos agrícolas de los pesticidas metribuzina, irgarol®-1051, bifenox y 
cipermetrina. Para ello se adicionaron a una muestra de suelo agrícola, 40 ng g -1 
de cipermetrina y 25 ng g-1 de metribuzina, irgarol®-1051 y bifenox. La extracción 
se realizó con metanol en baño de ultrasonidos (Sección 3.3.1). En la Figura 38 se 
muestra el cromatograma obtenido para el extracto de suelo sin fortificar y 
fortificado. Aunque el perfil cromatográfico es adecuado, las recuperaciones 
observadas fueron inferiores a las obtenidas para las muestras de agua (< 65 %). 
Probablemente, el porcentaje de recuperación podría incrementarse optimizando 
el procedimiento de extracción.  
 
Figura 38. Cromatogramas obtenidos a 230 nm para un extracto de una muestra de suelo 
(azul) y la misma muestra fortificada (rojo) con metribuzina, irgarol®-1051, bifenox (25 ng 















En este estudio se ha comparado la capacidad de extracción de diferentes 
fases de extracción para la determinación de diversos contaminantes ambientales 
por IT-SPME-CapLC-DAD. Los resultados obtenidos indican que en general para las 
columnas comerciales TRB-5, TRB-35, PEG y FFAP no existen diferencias 
significativas en la capacidad de extracción de los compuestos seleccionados, si 
bien para algunos analitos la capacidad de extracción de la última fase era 
ligeramente superior. Por otro lado, se ha incluido en el estudio una fase 
polimérica sintetizada en el laboratorio (TEOS-MTEOS); aunque su capacidad de 
extracción no es muy superior a las fases comerciales, al inmovilizar NPs de SiO2 
en la fase polimérica, la capacidad de extracción aumentaba significativamente 
para todo los analitos. Este aumento se debe a las nuevas interacciones que se 
establecen entre los analitos y los grupos hidroxilo de las NPs. 
Finalmente, se ha propuesto un procedimiento para la determinación de 
diferentes pesticidas por IT-SPME-CapLC-DAD empleando la fase desarrollada de 
TEOS-MTEOS modificada con NPs de SiO2. Los parámetros analíticos obtenidos 
son satisfactorios para el análisis de muestras de agua de mar, agua de transición 
y suelos. No obstante, para las muestras de suelo sería necesario realizar un 
estudio más exhaustivo para optimizar el procedimiento de extracción previo a la 















4.1.2.2. Estudio de la capacidad de extracción de la fase TEOS-MTEOS con 
NPs de SiO2 y TiO2 para la determinación de compuestos aromáticos 
A continuación se realizó un estudio comparativo de la capacidad de 
extracción de las columnas capilares de GC comerciales y las columnas capilares 
sintéticas recubiertas de TEOS-MTEOS con NPs de SiO2 y TiO2 para la extracción y 
preconcentración de compuestos aromáticos empleando IT-SPME acoplada a 
CapLC con detector de fluorescencia. Como analitos se seleccionaron la sacarina, 
el naftaleno y el fluoranteno, compuestos aromáticos con diferente número de 
anillos aromáticos (1, 2 y 4, respectivamente) y polaridad (log Kow = 0.45, 3.3 y 
5.2). 
A pesar de que en el mercado existen gran variedad de columnas capilares 
recubiertas con materiales sorbentes de diferente naturaleza y compatibles con 
CapLC, en este estudio comparativo se seleccionaron columnas de extracción  
recubiertas por un sorbente con grupos difenilo, ya que cabe esperar que estas 
fases retengan fuertemente los compuestos aromáticos por interacciones de tipo 
π-π. Concretamente, se utilizaron capilares recubiertos de PDMS modificado con 
grupos difenilo (TRB-35), PEG modificado con ácido nitrotereftálico (FFAP) y 
poliestireno-divinilbenceno (PS-DVB). Previamente al estudio de la capacidad de 
extracción de las diferentes fases, se optimizaron las condiciones cromatográficas. 
Optimización de las condiciones cromatográficas 
Los resultados preliminares pusieron de manifiesto que, además del tiempo 
de retención y la forma del pico, la eficiencia de la extracción (evaluada como área 
de pico) también depende de la composición de la fase móvil. Por ello esta 
variable debe ser optimizada. Por ejemplo, cuando se utilizó agua como fase 
móvil, la sacarina se desorbió rápidamente de todas las columnas de extracción 
ensayadas debido a su elevada polaridad (log Kow = 0.45). Sin embargo, cuando la 
fase móvil contenía un elevado porcentaje de agua, la desorción del fluoranteno 
(el compuesto más apolar de los tres) requirió de elevados tiempos de desorción 
(> 5 min), obteniéndose picos cromatográficos muy anchos a causa de su difusión 
dentro del sistema; esto ocurrió de forma más acentuada cuando se utilizó el 














Con el fin de reducir la influencia de la fase móvil y estudiar la eficiencia de la 
extracción independientemente de la separación cromatográfica, se eliminó la 
columna analítica del sistema cromatográfico, conectando la válvula de inyección 
directamente al detector de fluorescencia. Para la elución de los analitos se 
seleccionó como fase móvil una mezcla de acetonitrilo y agua al 50 %, excepto 
para la elución de la sacarina, para la cual se empleó una fase móvil con un 100 % 
de agua, así como para la elución del fluoranteno del capilar PS-DVB, que se 
empleó 100 % acetonitrilo como fase móvil. 
Estudio de la eficiencia de extracción 
Una vez establecidas las condiciones de elución, se estudió la eficiencia de 
extracción para las diferentes fases, tanto comerciales como las de TEOS-MTEOS 
dopadas con NPs. Para ello se procesaron volúmenes crecientes de disoluciones 
patrón de cada uno de los analitos (50 - 400 µL) en las condiciones indicadas 
anteriormente. El estudio de la eficiencia de extracción de los diferentes capilares 
ensayados se llevó a cabo mediante la comparación de las áreas de pico obtenidas 
para cada analito con cada una de las columnas de extracción (Argente-García et 
al., 2016). 
Como se puede observar en la Figura 39, los resultados obtenidos para la 
sacarina son significativamente diferentes a los obtenidos para el naftaleno y el 
fluoranteno. Con todas las fases de extracción estudiadas se observó un aumento 
del área de pico de la sacarina cuando el volumen de muestra procesado se 
incrementó de 50 µL a 100 µL. Sin embargo, cuando se procesaron volúmenes 
superiores a 100 µL no se observó un aumento de la señal. Por el contrario, las 
áreas de pico para el naftaleno y el fluoranteno aumentaron a medida que 
aumentaba el volumen de muestra procesado (Figura 39). Para estos últimos 
compuestos, el incremento de señal respecto al volumen de muestra procesado 
era más significativo con los capilares que proporcionaron mayor señal analítica 
(PS-DVB y TEOS-MTEOS-SiO2), observándose una relación lineal entre la señal y el 
















Figura 39. Efecto del volumen de muestra en la señal analítica obtenida al procesar A) 
sacarina (125 µL ml-1), B) naftaleno (20 µg mL-1) y C) fluoranteno (1 µg mL-1) empleando los 
capilares TRB-35 (azul), FFAP (amarillo), PS-DVB (gris), TEOS-MTEOS (morado) y TEOS-


















Para un volumen de muestra determinado, se observaron mayores áreas de 
pico para la sacarina cuando la extracción se llevó a cabo empleando los capilares 
de TEOS-MTEOS con NPs de SiO2 y TiO2 como fase de extracción. Cabe destacar 
que no existen diferencias significativas entre las áreas de pico obtenidas con el 
polímero de TEOS-MTEOS modificado con NPs de SiO2 y con NPs de TiO2. Estos 
resultados sugieren que las interacciones de tipo puente de hidrógeno y dipolo-
dipolo que se pueden establecer entre las NPs y los grupos amino de la sacarina 
son los mecanismos de interacción predominantes entre la fase extractiva y las 
moléculas de analito. Entre las fases comerciales, la fase FFAP presentaba mayor 
capacidad de extracción para la sacarina. Esto puede ser explicado por las 
interacciones electroestáticas que pueden establecerse entre los grupos amino de 
la sacarina y los grupos nitro del material sorbente, con carga negativa en los 
átomos de oxígeno y positiva en los átomos de nitrógeno. 
Respecto al naftaleno y al fluoranteno, es de esperar que ambos compuestos 
interaccionen preferentemente con la fase TEOS-MTEOS a través de interacciones 
hidrofóbicas, y de tipo π-π con las fases comerciales TRB-35, FFAP y PS-DVB. Como 
se puede observar en la Figura 39, la eficiencia de extracción de la fase PS-DVB es 
superior a la obtenida con las otras fases comerciales, debido probablemente a la 
diferencia en el espesor de la capa del material sorbente, la cual era mayor en la 
fase de PS-DVB. De hecho, incluso la fase TEOS-MTEOS modificada con NPs de 
SiO2 presentaba mayor capacidad de extracción que los capilares TRB-35 y FFAP, 
resultados poco previsibles ya que ambas fases comerciales pueden establecer 














Dado el carácter hidrofóbico del naftaleno y el fluoranteno y que las NPs 
principalmente establecen interacciones de tipo hidrofílico, cabría esperar que las 
fases de TEOS-MTEOS presentaran la misma capacidad de extracción para ambos 
compuestos aromáticos, independientemente del tipo de NPs inmovilizadas, ya 
que el mecanismo de retención se establecería entre las cadenas hidrofóbicas del 
polímero y los analitos. Sin embargo, los resultados obtenidos muestran que la 
capacidad de extracción de la fase de TEOS-MTEOS-SiO2 es superior a la obtenida 
cuando se utiliza la fase TEOS-MTEOS-TiO2. Esta diferencia puede ser explicada si 
se atiende a la morfología del sorbente lo que indicaría que al añadir NPs de SiO2 a 
la mezcla de monómeros, el polímero resultante posee mayor área superficial que 
cuando se utilizan NPs de TiO2. Al poseer el material sorbente mayor área 
superficial, el número de sitios específicos para interaccionar con los analitos es 
mayor y, por tanto, se retiene más cantidad de estos. 
Precisión y selectividad 
Para el estudio de la precisión se procesaron ya con el sistema completo 
(incluyendo la columna analítica), tres réplicas consecutivas de 200 µL de 
disolución patrón de los compuestos estudiados. A modo de ejemplo, en la Figura 
40A, se muestran los cromatogramas obtenidos para el naftaleno y el fluoranteno. 
Las RSDs obtenidas para las columnas de TEOS-MTEOS con NPs y las columnas 
capilares comerciales estudiadas se muestran en la Tabla 31. Estos resultados 
indican que la precisión obtenida con las columnas de extracción sintetizadas fue 
adecuada (RSD < 10 %) y comparable a la obtenida con las columnas comerciales. 
No se encontraron diferencias significativas en la precisión para las dos fases 




















Tabla 30. Precisión obtenida empelando capilares recubiertos de TEOS-MTEOS funcionalizados con 
NPs de SiO2 y TiO2 y el capilar comercial que mejor factor de extracción proporciona para cada 
compuesto (n=3); volumen de muestra  200 µL. 














La selectividad fue evaluada para dos matrices de interés en el campo del 
análisis medioambiental, a fin de investigar si alguno de los componentes de la 
matriz podía interferir en la identificación o cuantificación de los analitos. 
Concretamente, las muestras estudiadas fueron agua de río y de acequia, y 
extractos de suelo agrícola. Este estudio se ha realizó para el naftaleno y el 
fluoranteno. Para la extracción de los analitos de la muestra sólida se trató una 
porción de suelo con acetona en baño de ultrasonidos. Seguidamente se evaporó 
el extracto y se reconstituyó con agua. Al igual que las muestras de agua, la 
disolución del extracto reconstituido se filtró, y se procesaron 200 µL por el 
sistema IT-SPME-CapLC, empleando la columna capilar PS-DVB como fase de 
extracción. En la Figura 40B, se muestran los cromatogramas obtenidos para 

















Figura 40. Cromatogramas obtenidos para: A) tres inyecciones sucesivas de de una 
disolución estandar de 2.5 µg mL-1 de naftaleno y 0.18 µg mL-1 de fluoranteno; B) muestra 
de agua nanopura (azul), agua de de acequia (amarillo), agua de río (gris), suelo (morado) 
y suelo fortificado con naftaleno y fluoranteno (verde). Volumen de muestra 200 µL. 
 
Como se observa en la Figura 40B, no existen diferencias significativas entre 
los registros obtenidos al procesar agua nanopura y las muestras de agua reales. 
Por tanto, la selectividad para este tipo de muestras se puede considerar 
satisfactoria. Por otro lado, en el registro correspondiente a un extracto de suelo 
se observó un pequeño pico, cuya área es mucho menor en el registro 
correspondiente a la misma muestra fortificada. Estas diferencias probablemente 
se puedan minimizar reduciendo el tamaño de partícula de la muestra. No 
obstante, el tiempo de retención de este pico no coincidía con el tiempo de 
elución de los analitos, por tanto se concluyó que la selectividad para los extractos 





















En este apartado se ha comparado la capacidad de extracción de diferentes 
columnas capilares comerciales (TRB-35, FFAP y PD-DVB) y dos columnas capilares 
recubiertas con un material polimérico modificado con NPs, usando diferentes 
contaminantes ambientales que contienen anillos aromáticos en su estructura. 
Para el compuesto más polar, la sacarina, la capacidad de extracción del capilar 
recubierto con TEOS-MTEOS y modificado con NPs es superior a la obtenida con 
las fases comerciales, sin observarse diferencias significativas entre el tipo de NPs 
utilizado. Esto puede ser debido a que además de las interacciones hidrofóbicas, 
el analito puede establecer con el sorbente interacciones de tipo electroestáticas 
y puentes de hidrógeno que no tienen lugar con los sorbentes comerciales 
estudiados. 
Para el análisis de naftaleno y fluoranteno, el capilar PS-DVB es el que mayor 
capacidad de extracción mostró, siendo necesario un elevado porcentaje de 
acetonitrilo para la completa y rápida desorción de los analitos. Además, la 
selectividad es adecuada para la identificación y cuantificación de ambos 
compuestos en muestras ambientales de agua y suelo. No obstante, es necesario 
ampliar el estudio y optimizar las condiciones con el fin de validar el 
procedimiento. En este sentido, la sensibilidad del procedimiento podría 
incrementarse procesando mayores volúmenes de muestra (Figura 39).  
En resumen, la fase de extracción TEOS-MTEOS-SiO2 es una buena alternativa 
a las fases de extracción comerciales siendo de gran interés para la extracción de 
compuestos muy polares, especialmente si contienen grupos funcionales capaces 















4.2 IT-SPME ACOPLADA A NANOCROMATOGRAFÍA DE 
LÍQUIDOS 
En la sección anterior se han mostrado y discutido los resultados obtenidos 
en el estudio con IT-SPME acoplada a CapLC empleando diferentes fases 
comerciales sin modificar y modificadas con c-CNTs, así como nuevas fases 
basadas en un polímero de silicio modificado con NPs de SiO2 y TiO2.  
En las siguientes secciones se comentan los resultados obtenidos al acoplar la 
IT-SPME a NanoLC. El acoplamiento de ambas técnicas se ha realizado bajo la 
modalidad en válvula, empleando dos configuraciones diferentes. La primera de 
ellas es idéntica a la empleada en los estudios de IT-SPME acoplada a CapLC, con 
la única diferencia de que las conexiones internas de la válvula de inyección 
manual tienen menor volumen interno que las de la válvula utilizada para el 
acoplamiento con CapLC. Esta configuración, es la utilizada en la Sección 4.2.1 
para estudiar la influencia de las dimensiones del sistema cromatográfico en la 
extracción de diferentes triazinas. 
La otra configuración requiere mayor instrumentación, concretamente una 
válvula de inyección automática de 10 puertos y una bomba capilar adicional. Esta 
configuración se ha utilizadado para acoplar en línea dos capilares a fin de 
incrementar la sensibilidad del análisis.     
Adicionalmente, dada la escasa variedad de columnas de extracción 
compatibles con IT-SPME-NanoLC disponibles en el mercado, se han desarrollado 
nuevas fases para mejorar la extracción y preconcentración de compuestos 
polares presentes en matrices acuosas. En la Sección 4.2.2 se describen las 
diferentes fases desarrolladas, se muestran los resultados obtenidos en su 
caracterización, y se discuten los resultados obtenidos en su aplicación al análisis 
















En la presente tesis se han utilizado dos configuraciones diferentes de IT-
SPME en válvula acoplada a NanoLC. En la Sección 3.3 se describen con detalle 
ambas configuraciones, así como el instrumental requerido en cada caso. La 
configuración más sencilla únicamente requiere una válvula de 6 vías y dos 
posiciones, en la que el loop de inyección se sustituye por la columna capilar que 
contiene la fase de extracción. Esta configuración se ha utilizado tanto para 
acoplar la IT-SPME a CapLC (Sección 4.1) como a NanoLC, permitiendo que ambos 
sistemas cromatográficos puedan ser comparados. 
Cabe recordar que, como ya se ha mencionado anteriormente, ambas 
técnicas de cromatografía miniaturizada poseen el mismo fundamento, pero las 
dimensiones y características del sistema son diferentes. Por ello, las dimensiones 
del sistema IT-SPME (d.i. y longitud del capilar extractivo) deben adaptarse al 
sistema cromatográfico que se quiere utilizar. La Figura 41 muestra las 
dimensiones óptimas de IT-SPME acoplada a CapLC y NanoLC. Como se puede 
observar en dicha figura, los diámetros internos de las conexiones del sistema 
cromatográfico, del capilar de extracción y de la columna analítica son más 
pequeños para NanoLC que para CapLC en los sistemas utilizados. El volumen 
total del sistema IT-SPME-CapLC es aproximadamente de 62.4 µL, y menor de 2 µL 
para el sistema de IT-SPME-NanoLC.  
Por otro lado, los parámetros operativos utilizados en ambos sistemas se 
muestran en la Tabla 31. Cabe destacar que el volumen de muestra y de lavado es 
menor para el sistema NanoLC, ya que el volumen interno del capilar de 
extracción es mucho más pequeño (Figura 41), por lo que si se procesan 
volúmenes relativamente elevados se produce la autoelución de los analitos. 
Tabla 31. Parámetros operativos para los sistemasIT-SPME-NanoLC y IT-SPME-CapLC. 
 IT-SPME-NanoLC IT-SPME-CapLC 
Flujo (µL min-1) 0.7 5 
Fase móvil (ACN:H2O) 30:70 30:70 
Volumen de muestra (mL) 0.5 4 
Volumen de lavado (µL) 10 100 
d.i. capilar extracción (µm) 0.1 0.32 
Longitud capilar (mm) 150 400 







































































































































































































































































































































































































































































































































































Una vez estudiados y comparados los diferentes parámetros operativos de 
ambos sistemas, se estudió la capacidad de extracción comparando las respuestas  
obtenidas empleando un capilar de extracción recubierto con el mismo material 
sorbente, pero con las dimensiones adecuadas en cada caso. Concretamente, el 
estudio comparativo se llevó a cabo empleando columnas capilares de TRB-5, c-
SWCNTs-TRB-5 y c-MWCNTs-TRB-5 de 100 µm de d.i. para IT-SPME-NanoLC, y 320 
µm de d.i. para IT-SPME-CapLC. 
Dado que el volumen de muestra que se analizó por ambos sistemas era 
diferente, se comparó la señal obtenida (área de pico) al procesar por el sistema 
de IT-SPME el volumen óptimo de una disolución de mezcla de triazinas para que 
la cantidad total de analito introducido fuera 1 ng.  
La Figura 42 muestra la respuesta analítica obtenida para los analitos 
seleccionados con cada uno de los sistemas y diferentes fases de extracción. 
Como se puede observar, independientemente de la fase de extracción, el sistema 
de NanoLC proporciona mayor sensibilidad para todos los analitos, siendo la señal 
obtenida entre 10 y 25 veces mayor que la obtenida con CapLC. Estos resultados 
están de acuerdo con los descritos en bibliografía, y puede explicarse por el hecho 
de que la sensibilidad aumenta al disminuir el d.i. de las conexiones y la columna 
analítica del sistema cromatográfico (Nazario et al., 2015). 
La mayor eficiencia de extracción para ambos sistemas se obtuvo con la fase 
c-SWCNTs-TRB-5, ya que se establecen interacciones de tipo π-π, intercambio 
iónico y puentes de hidrógeno entre los analitos y la fase de extracción. Los 
resultados obtenidos eran coherentes con los obtenidos en estudios previos 
(Sección 4.1.1.3). La fase TRB-35 solo pudo ser utilizada en IT-SPME-CapLC, ya que 
esta fase no se comercializa con una dimensión adecuada para NanoLC. Sin 
embargo, como se puede ver en la Figura 42, la fase TRB-35 proporcionó una 
sensibilidad similar a la obtenida con la fase c-SWCNTs-TRB-5, confirmando una 
















Figura 42. Señal analítica obtenida al procesar 1 ng de triazina por el sistema IT-SPME 
acoplado a A) NanoLC; B) CapLC, usando como fase de extracción los capilares TEOS-
MTEOS-SiO2 (azul), TEOS-MTEOS (amarillo), TRB-5 (gris), c-SWCNTs-TRB-5 (morado), c-
MWCNTs-TRB-5 (verde), TRB-35 (rojo), c-SWCNTs-TRB-35 (turquesa) y c-MWCNTs-TRB-35 
(naranja) n=3. 
 
La otra configuración utilizada para acoplar IT-SPME a NanoLC es más 
compleja. Esta configuración se plantea por la necesidad de aumentar la 
sensibilidad del procedimiento acoplando en serie dos capilares de extracción 
recubiertos cada uno con diferente material sorbente. Concretamente, se 
acoplaron en serie un capilar de TEOS-METOS dopado con NPs de TiO2 y otro con 
NPs de CuO. Estos capilares se instalaron en una válvula automática de 10 puertos 
que se encontraba conectada al equipo de NanoLC y a otra válvula de inyección 
manual de 6 puertos. En esta segunda válvula se conectó un loop PEEK de 500 µL 
de volumen interno y a una bomba capilar. Para procesar la muestra, se llenaba el 
tubo PEEK con la válvula en posición de carga. Al cambiar a la posición de 
inyección, la bomba capilar la transfería hasta la válvula de 10 puertos haciéndola 
circular por ambas columnas de extracción; transcurrido el tiempo de 
transferencia, los analitos eran desorbidos por la fase móvil del sistema de 














En esta configuración es importante optimizar el tiempo de transferencia, es 
decir, el tiempo que debe transcurrir desde que se gira la válvula manual a la 
posición de inyección hasta que se gira la válvula automática a la posición de 
inyección. Durante este tiempo, la bomba capilar hace circular la disolución de los 
analitos por los capilares de extracción para su retención. Si el tiempo de 
trasferencia no es suficiente no se consigue alcanzar la máxima capacidad de 
extracción, ya que no todo el volumen de muestra pasa por los capilares 
extractivos. Sin embargo, si el tiempo de trasferencia es demasiado grande, la fase 
móvil de la bomba capilar termina desorbiendo los analitos obteniéndose peores 
factores de extracción. Con la bomba capilar trabajando a un flujo de 50 µL min-1, 
el tiempo óptimo de transferencia resultó ser 4 min para la mayoría de los 
compuestos. Sin embargo, cuando el flujo se redujo a 25 µL min-1 se requirieron 8 
min de transferencia para obtener resultados similares por lo que se descartó esta 
opción. Finalmente, se estudió el orden en que son conectados los capilares a la 
columna de separación. Los resultados obtenidos mostraron que no había 
diferencias significativas en las áreas de pico de los analitos al intercambiar la 















4.2.2 Estudio de nuevas fases 
Uno de los objetivos fijados para esta tesis fue el desarrollo de nuevas fases 
de extracción. Este objetivo cobra especial relevancia cuando el sistema de IT-
SPME se acopla a NanoLC, ya que en el mercado existen pocas columnas de GC 
que sean compatibles con las dimensiones requeridas. 
 En la presente tesis se han desarrollado diferentes fases de extracción 
compatibles con IT-SPME-NanoLC. Por una parte, se ha empleado como sorbente 
la fase de TEOS-MTEOS modificada con NPs de SiO2 y TiO2 para la extracción de 
pesticidas polares. Además, este polímero se ha modificado con otros tipos de 
NPs para incrementar el rendimiento de la extracción. De las diferentes fases 
desarrolladas, la fase de TEOS-MTEOS modificada con NPs de CuO proporcionó 
mayor eficiencia de extracción para compuestos altamente polares. Por ello, se ha 
acoplado en serie un capilar recubierto de TEOS-MTEOS modificado con NPs de 
CuO con otro capilar de la misma naturaleza, pero modificado con NPs de TiO2, 
para la determinación de tribenurón-metil y sus principales productos de 
degradación. Con este procedimiento se ha estudiado la degradación de este 
pesticida en diferentes condiciones ambientales. 
Por otro lado, dado que la fase modificada con NPs de CuO proporciona 
mejores resultados para los compuestos más polares, se ha estudiado la 
posibilidad de emplear este capilar como fase de extracción para la determinación 
de triptófano y tirosina mediante IT-SPME-NanoLC, trabajando en modo HILIC 
para la elución de los analitos. El método propuesto se ha aplicado al estudio de la 
hidrólisis de la ovoalbúmina. 
Finalmente, se ha desarrollado una fase de extracción monolítica de un 
polímero orgánico que contiene grupos borato. Con estos grupos se pretende 
incrementar la capacidad extractante y mejorar así la sensibilidad y selectividad 















4.2.2.1 IT-SPME-NanoLC: aplicación a la determinación de triazinas 
polares intactas y degradadas en muestras de agua y de estruvita 
recuperada 
En primer lugar se ha adaptado la fase de extracción de TEOS-MTEOS 
modificada con NPs de SiO2 desarrollada para CapLC a un sistema de IT-SPME 
acoplado a NanoLC. Para ello se ha sintetizando el material polimérico en un 
capilar de sílice de menor d.i. (75 µm). Esta fase de extracción se ha empleado 
satisfactoriamente en la determinación de triazinas y productos de degradación 
en muestras de agua, y en estruvita recuperada en plantas de depuración.  
Estudio de la fase TEOS-MTEOS acoplada en NanoLC 
En primer lugar se ha realizado un estudio comparativo entre la fase de TEOS-
MTEOS modificada con NPs de SiO2 y una de las pocas columnas de GC 
comerciales compatibles con NanoLC (TRB-5). En la Figura 43 se muestran los 
cromatogramas obtenidos mediante IT-SPME-NanoLC utilizando como fase de 
extracción las fases TEOS-MTEOS, TEOS-MTEOS-SiO2 y TRB-5, para el análisis de 
una disolución patrón mezcla de desetil-terbutilazina, terbutilazina e irgarol®-
1051. Esta figura muestra que la señal obtenida con la fase TEOS-MTEOS-SiO2 es 
mucho mayor que la obtenida con las otras dos fases. La fase desarrollada 
proporciona mayores áreas de pico para todos las triazinas estudiadas (Figura 43). 
Por tanto, se trata de una fase más adecuada para la extracción de compuestos 
polares. 
 
Figura 43. Cromatogramas obtenidos a 230 nm con las fases TEOS-MTEOS-SiO2 (gris), 















Al utilizar como sorbente el polímero de TEOS-MTEOS sin modificar, la señal 
analítica se incrementó respecto a la columna comercial TRB-5 por un factor 1.2, 
2.0 y 2.6 para desetil-terbutilazina, terbutilazina e irgarol®-1051, respectivamente. 
En el caso de la fase con NPs, el incremento fue de 4.5, 7.2 y 5.8. Como se ha 
mencionado anteriormente, el incremento de la señal al utilizar la fase con NPs de 
SiO2 se debe a las interacciones entre los grupos hidroxilo de las NPs y los analitos 
(Patwardhan et al., 2012; Bapat et al., 2016). La adición de NPs también produce 
una alteración de la morfología del polímero, aumentando la porosidad de éste e 
incrementando su área superficial, de manera que se facilitan las interacciones 
entre analito y fase de extracción (Ensie & Samad, 2014). 
Con el fin de evaluar el cambio en la porosidad, se tomaron microfotografíass 
SEM de las fases de extracción preparadas. En la Figura 44 se muestran algunas de 
las imágenes obtenidas para el capilar recubierto con la fase TEOS-MTEOS (Figura 
44 a y b) y con la fase TEOS-MTEOS-SiO2 (Figura 44c). Como se puede observar en 
la Figura 44 a y b, la superficie interna del capilar está recubierta 
homogéneamente por la fase polimérica, de aproximadamente 350 nm de 
espesor. Si se comparan las figuras 44a y 44b se observa que la adición de NPs 
produce un cambio en la morfología del polímero aumentando la porosidad, tal y 
como esta descrito en la literatura (Ensie et al., 2014). Este incremento de la 
porosidad aumenta la difusión del analito dentro de la fase de extracción, y por 
tanto aumenta la capacidad de extracción.  
 
Figura 44. Microfotografías SEM de columnas capilares recubiertas de TEOS-MTEOS (A y B) 














Seguidamente se estudió la influencia de la cantidad de NPs de SiO2 
inmovilizadas. En la Figura 45, se muestran las señales obtenida al procesar 500 µL 
de una disolución patrón conteniendo una mezcla de 25 µg L-1 de desetil-
terbutilazina y 2.5 µg L-1 de terbutilazina e irgarol®-1051 empleando un capilar 
recubierto con TEOS-MTEOS modificado con 0.05, 1.5 y 10 mg mL-1 de NPs de 
SiO2. Los resultados obtenidos indican que la cantidad de NPs no produce cambios 
significativos en la capacidad de extracción de la fase. 
 
Figura 45. Señal analítica obtenida para desetil-terbutilazina, terbutilazina e irgarol®-1051 
empleando capilares recubiertos con TEOS-MTEOS-SiO2 con diferente concentración de 
NPs: 0 mg mL- 1 (azul), 0.05 mg mL- 1 (amarillo), 1.5 mg mL- 1 (gris), 5 mg mL- 1 (morado) y 10 
mg mL- 1 (verde) n=3. 
 
Optimización del procedimiento IT-SPME 
De todas las fases de extracción comparadas, se seleccionó la fase TEOS-
MTEOS modificada con NPs de SiO2 para el desarrollo de un procedimiento 
analítico para la determinación de triazinas y productos de degradación. Ello se 
justifica por la mayor capacidad de extracción que presentaba para la 
preconcentración de este tipo de compuestos. 
Como longitud del capilar se seleccionó 15 cm, puesto que es la longitud 
mínima que se requiere para poder instalar el capilar en la válvula de inyección. Se 
descartó emplear capilares de mayor longitud puesto que en estudios 
preliminares se observó que, debido a la difusión, se obtienen picos más anchos 
empeorándose la resolución cromatográfica. Con el fin de mejorar la sensibilidad 
del método se optimizó el volumen de muestra y el volumen de agua en la etapa 














En la Figura 46 se muestran las señales analíticas obtenidas al procesar 
diferentes volúmenes de una disolución patrón mezcla de 25 µg L-1 de desetil-
terbutilazina y 2.5 µg L-1 de terbutilazina e irgarol®-1051. En la figura se observa 
que los tres pesticidas se comportan de manera similar. La señal analítica 
aumenta al incrementar el volumen de muestra procesada hasta los 500 µL, 
volumen para el que se alcanza la capacidad máxima de extracción. Al procesar 
volúmenes mayores la señal decrece posiblemente debido a la autoelución, es 
decir, a la desorción de los analitos previamente retenidos en el material sorbente 
por parte de la propia muestra. Se tomó 500 µL como el volumen de muestra 
óptimo. 
Después de procesar la muestra por el sistema de IT-SPME a menudo se 
requiere de una etapa de limpieza para eliminar los compuestos de la muestra 
que no han quedado retenidos en el capilar, a fin de que estos no interfieran en la 
determinación. En este caso, después de inyectar la muestra se introdujo un 
pequeño volumen de agua nanopura. De los volúmenes de agua de lavado 
ensayados, se decidió tomar como volumen óptimo 10 µL ya que según muestran 
los resultados (Figura 5E b) es el volumen máximo que se puede procesar sin 
desorber los analitos retenidos de la fase de extracción. 
 
Figura 46. Variación del área de pico obtenida empleando TEOS-MTEOS-SiO2 para la 
extracción de una disolución de 25 µg mL-1 de DES-TBA (azul) y 2.5 µg mL-1 de terbutilazina 




















En primer lugar se evaluó la precisión de la fase sintetizada. En la Tabla 32 se 
muestran los valores de RSD (%) obtenidos al procesar una mezcla de desetil-
terbutilazina, terbutilazina e irgarol®-1051 por un capilar cubierto con las fases de 
TEOS-MTEOS y TEOS-MTEOS-SiO2. Se estudió la precisión comparando los 
resultados obtenidos con el mismo capilar y los obtenidos utilizando capilares 
sintetizados diferentes días. Como se puede observar (Tabla 32), la RSD es menor 
al 13 % para capilares preparados en diferente día y menor al 10 % para el mismo 
capilar. Por ello, se puede concluir que tanto la síntesis como los resultados 
obtenidos con los capilares recubiertos con TEOS-MTEOS y TEOS-MTEOS-SiO2 son 
reproducibles. 
Tabla 32. Precisión (expresada como RSD) para el mismo capilar y capilares de diferentes 
síntesis recubiertos con la fase de TEOS-MTEOS y TEOS-MTEOS-SiO2 n=3. 
Analito 









Desetil-terbutilazina 7.4 13.0  7.2 7.0 
Terbutilazina 8.4 7.3  9.1 8.7 
Irgarol®-1051 9.6 5.0  7.7 11.0 
 
A continuación se obtuvieron los parámetros analíticos para diferentes 
pesticidas de tipo triazina y productos de degradación ensayados (desisopropil-
atrazina, desetil-terbutilazina, 2-hidroxi-terbutilazina, propazina, atrazina, 
terbutilazina, irgarol®-1051 y M1, el principal producto de degradación del 
irgarol®-1051. En la Tabla 33 se muestran los parámetros analíticos obtenidos 
empleando los capilares TRB-5, TEOS-MTEOS y TEOS-MTEOS-SiO2. Como era de 



















             Tabla 33. Parámetros analíticos obtenidos empleando como fase de extracción  
               1) TEOS-MTEOS-SiO2, 2) TEOS-MTEOS y 3) TRB-5. 
Analito 
Recta de calibrado 





a ± sa b ± sb R2 
DESI-ATR1 -2 ± 5 5.2 ± 0.1 0.996 0.5 1.5 
DESI-ATR2 -4.6 ± 0.6 0.89 ± 0.02 0.999 1.0 3.0 
DES-TBA1 3 ± 4 25.6 ± 0.5 0.999 0.1 0.3 
DES-TBA2 14 ± 1 2.5 ± 0.3 0.998 0.3 1.0 
DES-TBA3 -1 ± 1 5.9 ± 0.2 0.995 0.3 1.0 
2-OH-TBA1 -10 ± 10 16.7 ± 1.0 0.996 0.2 0.6 
2-OH-TBA3 -0.6 + 1 3.1 ± 0.7 0.999 0.6 8.0 
PROP1 10 ± 20 167 ± 13 0.994 0.025 0.1 
PROP3 -0.1 ± 1 12.5 ± 0.4 0.998 0.2 0.5 
ATR1 4 ± 10 111 ± 6 0.997 0.025 0.1 
ATR2 0.2 ± 8 12.8 ± 0.3 0.999 0.2 0.5 
TBA1 3 ± 5 246 ± 4 0.999 0.025 0.1 
TBA2 3 ± 5 9.8 ± 0.1 0.998 0.05 0.2 
TRB3 2.3 ± 0.7 17.3 ± 0.4 0.998 0.1 0.3 
Irgarol®-10511 -9 ± 13 263 ± 15 0.994 0.025 0.1 
Irgarol®-10512 1.0 ± 0.4 9.6 ± 0.2 0.999 0.05 0.2 
Irgarol®-10513 0.2 ± 0.8 18.7 ± 0.5 0.998 0.1 0.3 
M11 6 ± 7 12.5 ± 0.2 0.999 0.1 0.3 
  
En la Tabla 35 se comparan los LODs obtenidos para diferentes triazinas y 
productos de degradación en agua con el procedimiento propuesto, y los 
obtenidos por otros procedimientos descritos en la literatura que también 
emplearon un detector DAD. Como se puede observar en dicha tabla, el método 
propuesto permite determinar los analitos seleccionados a concentraciones de 
entre 0.5 - 0.025 µg L-1, siendo los LODs obtenidos inferiores a los indicados en la 
mayoría de procedimientos, y suficientes para el análisis de muestras de agua 
según la legislación europea (Directiva 2013/39/UE del Parlamento Europeo y del 





































































































































































































































































































































































































































































Aplicación al análisis de agua y estruvita recuperada 
Finalmente, el método propuesto se aplicó a la determinación de triazinas y 
productos de degradación en 4 muestras de agua de mar y 6 muestras de 
estruvita recuperada. Las muestras de agua fueron centrifugadas durante 5 min a 
6000 rpm antes de ser procesadas por el sistema IT-SPME. Por otro lado, para las 
muestras de estruvita se aplicó una etapa previa de extracción. El procedimiento 
utilizado se describe en la Sección 3.3.1.  
Tanto las muestras de agua como las de estruvita se fortificaron con el fin de 
estudiar la recuperación y evaluar la presencia de efecto matriz. Las 
recuperaciones se calcularon por comparación entre las áreas de pico obtenidas 
para un determinado analito en la muestra fortificada y las áreas medidas para 
una disolución patrón de la misma concentración. Para la estruvita las 
recuperaciones obtenidas se encontraron entre el 82 % y el 115 %, y para las 
muestras de agua entre el 90 % y el 106 %. Los valores obtenidos son próximos al 
100 %; por tanto se puede considerar que no hay efecto matriz. 
En la Figura 47 se muestran los cromatogramas obtenidos para una muestra 
de agua de mar, una muestra estruvita recuperada y para las mismas muestras 
fortificadas con 2 µg L-1 de desetil-terbutilazina y 0.25 µg L-1 de terbutilazina e 
Irgarol®-1051. Los contaminantes estudiados no se encontraron en las muestras 
de agua y estruvita analizadas, a excepción de una muestra de agua de mar y otra 
de estruvita en las que sí se detectó irgarol®-1051, pero a una concentración 
inferior al LOQ (Figura 47). La presencia de este compuesto fue confirmada al 
comparar el espectro de absorción UV-vis del pico sospechoso de la muestra con 
















Figura 47. Cromatogramas obtenidos para una muestra de A) agua de transición yB) 
estruvita. Muestra (amarillo), muestra fortificada con desetil-terbutilazina (2 µg L-1), 
terbutilazina e irgarol®-1051 (0.25 µg L-1) (gris) y muestra positiva en irgarol®-1051 
(morado). En azul se muestran los espectros de absorción UV de los picos correspondientes 





















En este trabajo se estudió la utilización del material polimérico de TEOS-
MTEOS modificado con NPs de SiO2 como fase de extracción para IT-SPME 
acoplada a NanoLC. Como analitos se seleccionaron diferentes triazinas polares y 
algunos de sus productos de degradación. En primer lugar se optimizó la etapa de 
extracción, obteniéndose la máxima señal al procesar 500 µL de muestra y 
emplear 10 µL de agua nanopura para limpiar el capilar de extracción de restos de 
la matriz que no habían quedado retenidos en la fase de extracción. Por otro lado, 
se evaluó la síntesis de la fase de extracción, observándose que para las 
concentraciones de NPs seleccionadas no había una diferencia significativa en las 
respuestas. Además, se estudió la precisión de la síntesis, obteniéndose una RSD 
inferior al 13 % al procesar una disolución patrón con una mezcla de triazinas con 
capilares sintetizados en días diferentes. Por tanto, se puede concluir que la 
síntesis es reproducible. 
 Respecto a la capacidad de extracción de la fase desarrollada, ésta es muy 
superior a la capacidad de extracción obtenida con la fase comercial TRB-5, 
independientemente de si se encuentra modificada o no con c-CNTS. El método 
propuesto permite la determinación de triazinas y productos de degradación a 
concentraciones superiores a 0.5 – 0.025 µg L-1. Por tanto, la sensibilidad obtenida 
es adecuada para el análisis de muestras ambientales, según las exigencias de la 
legislación europea. Además el método propuesto es mucho más sensible que la 















4.2.2.2 Estudio de la capacidad de extracción de la fase TEOS-MTEOS 
dopada con  nanopartículas de SiO2 y TiO2 para la extracción y 
preconcentración de diferentes pesticidas  
En vista de la elevada capacidad de extracción obtenida al emplear como 
columna de extracción un capilar de sílice recubierto con un polímero de TEOS-
MTEOS modificado con NPs de SiO2, se amplió el estudio a la extracción de otros 
pesticidas con diferente estructura y polaridad. Además, también se ha incluido 
en el estudio la utilización de la fase TEOS-MTEOS modificada con NPs de TiO2. 
Optimización IT-SPME 
En primer lugar se optimizaron las condiciones para la IT-SPME. Como 
longitud del capilar se seleccionó 15 cm. 
El volumen de muestra procesada por el sistema de extracción fue 
optimizado. Para ello, se procesaron volúmenes crecientes de muestra desde 250 
µL hasta 750 µL. Como se puede observar en la Figura 48, para la mayoría de los 
analitos el área de pico aumentó al aumentar el volumen de muestra, pero 
cuando se introdijeron más de 500 µL la señal analítica disminuía debido a la 
autoelución de los analitos. El fluometurón es el único compuesto cuya señal 
analítica disminuyó cuando se procesaron más de 250 µL, probablemente debido 
a su menor interacción con la fase de extracción. A pesar de ello, para el resto de 
compuestos el aumento de señal al utilizar 500 µL fue significativo, por lo que  se 

















Figura 48. Variación del área de pico según el volumen de muestra procesado por el 
capilar de TEOS-MTEOS-TiO2. Fluometurón (azul), linurón (amarillo), fentión (gris), 
metobromurón (morado), fenamifós (verde), isoproturón (rojo), fenitrotión (turquesa) y 
bifenox (naranja). 
 
Estudio de la capacidad de extracción 
Una vez optimizadas las condiciones de extracción, se comparó el área de 
pico de cada uno de los analitos al procesar una disolución patrón que contenía 
estos compuestos, empleando como fase de extracción las columnas capilares 
recubiertas con los polímeros de TEOS-MTEOS modificados con NPs de SiO2 y con 
NPs de TiO2 (Figura 49).  
Todos los compuestos incluidos en este estudio poseen un log Kow parecido 
(Tabla 9, 10 y 11), es decir, tienen similar polaridad y por tanto, las diferencias en 
su interacción con las fases extractivas van a depender de sus estructuras 
químicas. Teniendo en cuenta los grupos funcionales de los analitos (tablas 9-11), 
cabe esperar que la retención de estos compuestos en la fase de extracción se 
deba a interacciones de tipo hidrofóbico, hidrofílico y en algunos casos 


















Figura 49. Áreas de pico obtenidas con los capilares de TEOS-MTEOS dopados con NPs de 
SiO2 (azul) y TiO2 (amarillo). 
 
Los resultados obtenidos (Figura 49) muestran que para una misma fase la 
capacidad de extracción es diferente incluso para analitos cuya estructura química 
es muy parecida. Por ejemplo, mientras la capacidad de extracción es similar en 
ambas fases para las fenilureas fluometurón, isoproturón y metobromurón, el 
linurón presenta una mayor afinidad por la fase funcionalizada con NPs de TiO2. La 
principal diferencia entre estas fenilureas es el tipo de sustituyentes del grupo 
aromático. La presencia de dos sustituyentes contiguos con carga negativa parcial 
ha sido la justificación aportada por Banitaba, Davarani & Pourahadi, 2013, para 
explicar la fuerte afinidad observada entre éteres de ftalato y la superficie de un 
sorbente de TiO2. Los autores sugieren que la retención se debe a la formación de 
interacciones mono y bidentadas entre la carga parcial negativa de los 
sustituyentes y la carga positiva parcial del TiO2. En este caso, la molécula de 
linurón posee dos sustituyentes electronegativos (halógenos) en su estructura, los 
cuales podrían facilitar una interacción similar a la descrita por Banitaba y 
colaboradores con las NPs de TiO2. Este fenómeno que podría explicar las 














Por otro lado, diferentes estudios (Lin et al., 2008; Wang et al., 2012) han 
demostrado la afinidad del TiO2 por los compuestos que contienen grupos fosfato. 
Los resultados mostrados en la Figura 49 indican que modificar el polímero con 
NPs de TiO2 es la mejor opción para incrementar la extracción de los compuestos 
organofosforados fenamifós y fentión. Sin embargo, la capacidad de extracción 
del fenitrotión es mayor para la fase con NPs de SiO2. Este resultado puede ser 
explicado por la presencia de grupos nitro en la estructura del pesticida, los cuales 
podrían establecer interacciones adicionales de tipo dipolo-dipolo con la sílice 
ionizada del sorbente. Esta posibilidad está de acuerdo con los resultados 
obtenidos para el bifenox, el cual también posee sustituyentes nitro y para el que 
la señal analítica es mayor cuando se utiliza el polímero de TEOS-MTEOS 
modificado con NPs de SiO2. 
Conclusiones 
En este apartado se han mostrado los resultados obtenidos al emplear como 
fase de extracción para IT-SPME acoplada a NanoLC un capilar de sílice recubierto 
por un material polimérico de TEOS-MTEOS modificado con NPs de SiO2 o TiO2. 
Ambas fases han sido utilizadas para la extracción de diferentes pesticidas.  
Los resultados obtenidos confirman que la capacidad de extracción del 
material sorbente está estrechamente relacionada con las interacciones que se 
establecen entre el sorbente y los grupos funcionales de los analitos.   
Los resultados obtenidos al comparar ambas fases indican que en general la 
fase de TEOS-MTEOS modificada con NPs de TiO2 presenta mayor capacidad de 
retención para los analitos estudiados. Sin embargo, la fase con NPs de SiO2 
muestra una elevada afinidad por los compuestos con grupos nitro como el 















4.2.2.3 Capilares recubiertos con TEOS-MTEOS dopado con NPs metálicas 
y de óxidos metálicos para la extracción de triazinas y sulfonilureas  
En este apartado se realizó un estudio comparativo de la capacidad de 
extracción de la fase de TEOS-MTEOS modificada con NPs metálicas de Au y Ag 
con diferente recubrimiento (capping), así como con NPs de óxidos metálicos 
como Al2O3, ZnO, ZrO2, Fe2O3 o CuO y NPs de SiO2. Para este estudio se 
seleccionaron diferentes contaminantes ambientales de carácter polar, 
concretamente diferentes triazinas y sulfonilureas.  
Fases sintetizadas 
En primer lugar se verificó mediante imágenes SEM que, 
independientemente de las nanopartículas utilizadas, el material polimérico de 
TEOS-MTEOS formado sobre la superficie de las paredes internas del capilar de 
sílice fundida presentaba una morfología adecuada para la extracción. Como 
ejemplo ilustrativo, en la Figura 50 se muestran las imágenes obtenidas de un 
capilar recubierto con el material polimérico modificado con NPs de TiO2.  
Figura 50. Imágenes SEM de capilares de TEOS-MTEOS dopados con NPs de: A y B) TiO2  y 
C) TiO2 y CuO (una dispersión de 0.025 mg mL-1 de cada una). 
 
Por otro lado, se realizó un estudio comparativo del perfil cromatográfico 
obtenido con cada una de las fases de extracción modificadas y el obtenido con la 
fase de TEOS-MTEOS sin modificar. Para ello se procesaron diferentes blancos 
(agua nanopura) y disoluciones patrón de los analitos, en cada una de las fases 
propuestas. En la Figura 51, se muestran los cromatogramas obtenidos para los 
blancos. Como se puede observar, los perfiles cromatográficos obtenidos son 
bastante similares para todas las fases ensayadas, excepto para la fase modificada 
























Asimismo, se observaron pequeñas variaciones en el tiempo de retención de 
los analitos según la fase de extracción utilizada. Además en algunos casos las NPs 
utilizadas influyeron significativamente en el perfil de los pico cromatográficos. 
Por ejemplo, para los compuestos más polares iodosulfurón-metil, tritosulfurón, 
tribenurón-metil y metribuzina se obtuvieron picos más anchos cuando la 
extracción se realizó con la fase TEOS-MTEOS modificada con NPs de Au o Ag que 
cuando se empleó polímero sin modificar. Esta observación sugiere que al 
modificar la fase con dichas NPs se incrementa la interacción con los analitos 
polares respecto a la fase sin modificar.  
Por otro lado, no se observaron diferencias en los perfiles de pico entre estas 
fases modificadas y la fase sin modificar para la desetil-terbutilazina, la 
terbutilazina y el irgarol®-1051, a pesar de que sí se obtuvieron diferencias en las 
áreas de pico según la fase utilizada. En la Figura 52 se muestran los 
cromatogramas obtenidos para una disolución con una mezcla de iodosulfurón-
metil, desetil-terbutilazina e irgarol®-1051 empleando como fase de extracción 
TEOS-MTEOS sin modificar y modificado con NPs de Au y Au.  
Figura 51. Cromatogramas obtenidos a 230 nm al procesar 500 µL de agua nanopura 
por los diferentes capilares de TEOS-MTEOS dopado con las NPs ensayados. Los 
recubrimientos con NPs de Ag y Au se prepararon a partir de dispersiones de 20 nm y 















Figura 52. Cromatogramas obtenidos a 230 nm para una disolución patrón de 
iodosulfurón-metil (25 µg L-1), desetil-terbutilazina (20 µg L-1) e irgarol®-1051 (2.5 µg L-1) 
empleando capilares recubiertos TEOS-MTEOS sin modificar (azul) y modificado con NPs de 
Ag de 20 nm (gris) y NPs de Au de 40 nm (amarillo), ambas estabilizadas en tampón 
citrato. 
 
Cabe remarcar que los perfiles de pico obtenidos con las fases modificadas 
con NPs de sílice y óxidos metálicos son similares a los obtenidos con la fase 
polimérica sin modificar. No obstante, la incorporación de NPs a la fase polimérica 
de TEOS-MTEOS supone una modificación de la capacidad de extracción respecto 
de la fase sin modificar.  
Para evaluar y comparar los efectos en las eficiencias de extracción según el 
tipo de NPs se ha utilizado una vez más el índice de preconcentración (IP). Los IPs 
obtenidos para todas las fases comparadas se muestran en las tablas 35 y 36; 
estos valores se obtuvieron procesando por triplicado disoluciones patrón de los 



































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































Efecto en la eficiencia de extracción empleando NPs de Au 
Los IPs obtenidos empleando las fases modificadas con NPs de Au se 
muestran en la Tabla 35. Como se puede observar, la incorporación de NPs de Au 
en el material polimérico supone un empeoramiento de la señal analítica para los 
compuestos más polares iodosulfurón-metil, tritosulfurón, tribenurón-metil y 
metribuzina (IPs ≤ 1). En algunos casos no se pudo integrar el área a causa del 
ensanchamiento de los picos. La Tabla 35 indica que el tipo de dispersión utilizado 
para estabilizar las NPs también afecta a la eficiencia de extracción. Las columnas 
preparadas con una dispersión de NPs de Au en tampón citrato generalmente 
proporcionan mayor señal analítica. Cabe destacar que se obtienen IPs mayores 
cuando la fase polimérica se modifica con NPs de Au de 20 nm y 40 nm de tamaño 
de partícula. No obstante, la mejora en la señal analítica fue moderada (IPs ≤ 4.1) 
y únicamente para los analitos triflusulfurón-metil, terbutilazina e irgarol®-1051. 
Efecto en la eficiencia de extracción empleando NPs de Ag 
Respecto al uso de TEOS-MTEOS modificado con NPs de Ag, los valores de IP 
obtenidos para los compuestos más polares iodosulfurón-metil, tritosulfurón, 
tribenurón-metil y metribuzina han sido en la mayoría de casos menores que 1 
(Tabla 35), es decir, no se mejora la extracción respecto a la fase sin modificar. Sin 
embargo, la presencia de NPs de Ag en la fase de extracción mejoró la capacidad 
de extracción del polímero para los compuestos con mayor log Kow 
(triflusulfurón-metil, terbutilazina, e irgarol®-1051). Los resultados de la Tabla 35 
indican que la fase de extracción modificada con una dispersión NPs de Ag (20 mg 
mL-1) de 20 nm de diámetro estabilizadas con tampón citrato mejora la 
interacción con muchos de los analitos. Al incrementar el tamaño de partícula o al 
disminuir la cantidad de NPs se produce un empeoramiento de la señal analítica. 
También se estudió la utilización de NPs de Ag estabilizadas con glicerol, 
obteniéndose IPs < 1 para todos los analitos, lo cual sugiere que la estructura 














De acuerdo con la literatura, las NPs de Ag son un buen sorbente para la 
extracción de compuestos orgánicos ya que pueden establecer interacciones 
hidrofóbicas (Feng et al., 2010), lo cual es consistente con los resultados 
mostrados en la Tabla 35. Cabe remarcar que utilizando la fase de extracción 
modificada con NPs de Ag que mejor resultados proporciona (20 nm en tampón 
citrato sin diluir) se observa un incremento significativo del área de pico para el 
triflusulfurón-metil (IP = 11.4) y la terbutilazina (IP = 8.4), pero este incremento es 
inferior para el irgarol®-1051 (IP = 6.2), a pesar que los tres compuestos presentan 
una polaridad parecida (log Kow 3.10-3.21). Estas diferencias pueden ser debidas 
a la presencia de grupos ricos en electrones (halógenos) en la estructura del 
triflusulfurón-metil y terbutilazina que interaccionarían fuertemente con las NPs 
de Ag, ya que estas se comportan como aceptores de electrones (Sun, Feng, Bu & 
Luo, 2015). Por todo ello, se puede concluir que a pesar de que las interacciones 
hidrofóbicas son predominantes, la presencia de NPs de Ag mejora la eficiencia de 
extracción de compuestos con grupos donantes de electrones. 
Efecto en la eficiencia de extracción empleando NPs de sílice y óxidos metálicos. 
 En la Tabla 36 se muestran los IPs obtenidos empleando las fases de 
extracción modificadas con NPs de SiO2 y de óxidos metálicos. Como se observa 
en esta tabla, la presencia de este tipo de NPs en la fase de extracción tiene un 
efecto moderado (IPs ≤ 3.3) en la extracción de los compuestos más poalares 
iodosulfurón-metil, tribenurón-metil, tritosulfurón y metribuzina, sin importar el 
tipo de NPs. 
A diferencia de las fases modificadas con NPs de Au y Ag, solo se obtuvieron 
IPs menores a 1 con dos de las fases estudiadas, y únicamente para el tribenurón-
metil. En general, se observó una ligera mejora de la capacidad de extracción para 
todos los analitos (IPs ≤ 1.8) con las fases modificadas con NPs de Al2O3, ZrO2 y 
ZnO. Este efecto fue superior cuando la fase de extracción se modificó con NPs de 














Los máximos IPs para todos los analitos se obtuvieron empleando las fases de 
extracción dopadas con NPs de TiO2 y de CuO. Sin embargo ambas columnas 
exhiben diferente selectividad. Mientras que la fase modificada con NPs de CuO 
presentaba una elevada capacidad de extracción para los analitos más polares 
iodosulfurón-metil, tritosulfurón, metribuzina y desetil-terbutilazina (a excepción 
del tribenurón-metil), la fase modificada con NPs de TiO2 proporcionó los mejores 
resultados para los compuestos menos polares triflusulfurón-metil, terbutilazina e 
irgarol®-1051. Es decir, con ambas fases se mejora la capacidad de extracción 
respecto a la fase sin modificar, pero con diferente selectividad: cuando se utiliza 
la fase modificada con NPs de CuO se mejora la extracción de los compuestos más 
polares y cuando el polímero se modifica con NPs de TiO2 se incrementa la 
extracción de los compuestos más apolares. 
El hecho de obtener IPs > 1 indica que las NPs inmovilizadas en la fase 
polimérica introducen nuevos mecanismos de interacción, que se suman a las 
interacciones hidrofóbicas de la fase TEOS-MTEOS. La presencia de NPs de SiO2 y 
de óxidos metálicos en la fase de extracción aumenta el número de sitios activos 
que pueden interaccionar con los analitos debido a la presencia de grupos 
hidroxilo en su superficie, capaces de establecer con los analitos interacciones por 
puente de hidrógeno, dipolo-dipolo, ion-dipolo y Van-der-Waals (Černigoj et al., 
2016).  
Además, las NPs de óxidos metálicos pueden actuar como ácidos de Lewis y 
por tanto retener compuestos que se comporten como bases de Lewis (Xu et al, 
2016). Por tanto, es de esperar que la acidez del óxido metálico influya en la 
eficiencia de extracción. En este caso, de todas las NPs ensayadas, el TiO2 es más 
ácido (Jeong, Lee, Tae, Lee & Yoon, 2008) y es el que en general mayor capacidad 
de extracción presenta, de acuerdo con los resultados mostrados en el Tabla 36. 
No obstante, otros factores como el tamaño de las NPs, la carga superficial o la 
estabilidad de la dispersión de las NPs durante la síntesis, influyen en la capacidad 
de extracción del polímero, probablemente al determinar su morfología (Bagheri 














Como se observa en la Figura 42, la fase modificada con NPs de TiO2 presenta 
una adecuada homogeneidad y área superficial. En principio, cabe esperar un 
aumento del número de sitios disponibles si se incrementa la cantidad de NPs 
inmovilizadas. Por esa razón se prepararon capilares recubiertos con diferente 
cantidad de NPs de TiO2. Las concentraciones de NPs estudiadas en la mezcla de 
monómeros varió entre 0.01 mg mL-1 y 5 mg mL-1. En todos los casos se 
observaron perfiles de pico adecuados y diferentes áreas de pico según la 
cantidad de NPs inmovilizadas, obteniéndose mayor señal analítica con las fases 
preparadas a partir de dispersiones de NPs en el rango 0.05 a 1 mg mL-1. Un 
incremento de la cantidad de NPs supone una disminución de la señal analítica 
(Figura 53), lo que puede explicarse por el hecho de que la dispersión de NPs es 
menos estable (Zhou, Huang & Xie, 2012). 
 
Figura 53. Variación del área de pico en función del contenido de NPs de TiO2 usado en la 
síntesis de la fase de extracción. 25 µg L-1 de iodosulfurón-metil (azul), tritosulfurón 
(amarillo) y metribuzina (morado); 20 µg L-1 de desetil-terbutilazina (verde), 10 µg L-1 de 
tribenurón-metil (gris), 5 µg L-1 de triflusulfurón-metil (rojo) y 2.5 µg L-1 de terbutilazina 
(turquesa) e irgarol®-1051 (naranja). 
 
En vista de los resultados obtenidos (Tabla 36) se fabricaron capilares de 
extracción recubiertos por el material polimérico de TEOS-MTEOS modificado con 
mezclas de NPs de TiO2 y CuO. Para ello se estudiaron dos proporciones diferentes 
de mezcla de NPs, con una concentración total de NPs de 0.050 mg mL-1 y 0.10 mg 
mL-1, respectivamente. Las imágenes SEM de ambas fases (Figura 42) demuestran 
que se trata de polímeros homogéneos con una elevada porosidad. Por otro lado, 
los cromatogramas obtenidos con estas fases son similares a los obtenidos con las 















Figura 54. Cromatogramas obtenidos a 230 nm para una disolución patrón mezcla de 
tritosulfurón (25 µg mL-1), metribuzina (25 µg mL-1) y triflusulfurón-metil (5 µg mL-1) 
empleando un capilar de TEOS-MTEOS dopado con NPs de TiO2, de CuO y una mezcla de 
ambos, y el sistema con dos capilares acoplados en serie. 
 
Los IPs obtenidos empleando las fases de extracción modificadas con mezclas 
NPs de TiO2 y CuO se muestran en la Tabla 36. Como puede comprobarse, los 
valores fueron similares a los obtenidos con la fase de NPs de TiO2 para la mayoría 
de compuestos, excepto para el triflusulfurón-metil y la terbutilazina, cuyos IPs 
fueron significativamente mejores, 8.1 y 17.5, respectivamente.  
Acoplamiento de dos capilares de extracción en serie 
 Adicionalmente se evaluó la posibilidad de acoplar en serie dos capilares con 
diferente selectividad. Para ello se empleó un capilar recubierto con el polímero 
de TEOS-MTEOS modificado con NPs de TiO2 y otro modificado con NPs de CuO, 















Figura 55. Fotografía de la válvul  de inyección automática de 10 puertos con los dos 
capilares de extracción acoplados en serie. 
 
En primer lugar se optimizó el volumen de muestra procesado en el sistema, 
controlando el tiempo de transferencia, es decir, el tiempo transcurrido desde 
que se gira la válvula de 6 vías a la posición de inyección hasta que se gira la 
válvula de 10 vías a la posición de inyección (Sección 4.2.1). Se observó que la 
respuesta analítica aumentaba cuando el volumen de muestra procesado se 
incrementó de 50 a 200 µL manteniéndose aproximadamente constante para 
volúmenes superiores. Cuando se procesaron volúmenes de muestra superiores, 
la señal decreció drásticamente. Se seleccionó 200 µL (tiempo de transferencia 4 
min) como volumen de muestra óptimo. Por otro lado, se evaluó el efecto del 
orden de los capilares en la válvula de 10 vías, sin observarse diferencias 
significativas en la señal analítica. 
Las señales analíticas obtenidas para todos los analitos empleando este 
sistema fueron en general muy superiores a las obtenidas con la configuración de 
un único capilar. Los IPs obtenidos se encuentran en el rango de 2 a 30.4 (Tabla 
36). Por tanto, se puede afirmar que el acoplamiento en serie de un capilar de 
TEOS-MTEOS modificado con NPs de CuO y un capilar de TEOS-MTEOS modificado 
con NPs de TiO2 es una alternativa para mejorar la eficiencia de extracción de este 
tipo de compuestos. 
En la Tabla 37, se muestran los LODs y las RSDs obtenidas empleando los 
capilares tanto individualmente como acoplándolos en serie. Como se puede 
observar, los LODs son menores cuando ambos capilares se acoplan en serie, 
excepto para la metribuzina, permitiendo la detección al nivel inferior a los          
µg mL-1en la mayoría de los casos. Las RSDs ≤ 10 %, por lo que se consideró que la 
precisión era satisfactoria, teniendo en cuenta los niveles de concentración de las 




































































































































































































































































































































































































Por otro lado, se evaluó la precisión entre capilares con las fases modificadas 
con NPs de TiO2 y con NPs de CuO. Los valores de RSD (n=3) obtenidos se 
encuentran en el rango del 4 % al 14 % para las NPs de TiO2, y del 3 % al 12 % para 
la fase modificada con NPs de CuO (Tabla 38). Cabe resaltar que a lo largo del 
estudio los capilares fueron utilizados más de 100 veces sin observarse una 
disminución significativa en su capacidad de extracción. 
Tabla 38. Precisión entre capilares (n =3). 
Analito 
Precisión (RSD, %) 
TiO2 CuO 
Iodosulfuón-metil 11 3 
Tritosulfurón 4 5 
Tribenurón-metil 5 7 
Metribuzina 8 10 
Desetil-terbutilazina 10 9 
Triflusulfurón-metil 14 12 
Terbutilazina 8 9 
Irgarol®-1051 9 9 
 
Finalmente, los capilares sintetizados se aplicaron al análisis de diferentes 
aguas medioambientales. Para ello se seleccionó la configuración de IT-SPME con 
dos capilares acoplados en serie, puesto que con esta configuración se consigue 
una mayor sensibilidad para la mayoría de los pesticidas ensayados. Los 
cromatogramas obtenidos para una muestra de agua de mar en la que no se 
encontró ninguno de los compuestos estudiados y la misma muestra fortificada 
con diversos analitos, se muestra en la Figura 56. Como se puede observar, los 
cromatogramas obtenidos son similares a los obtenidos para las disoluciones 
patrón. Las áreas de pico de las muestras fortificadas se utilizaron para evaluar la 















Figura 56. Cromatogramas obtenidos a 230 nm con la configuración de dos capilares 
acoplados para una muestra de agua de mar (azul), la misma muestra fortificada con 
tritosulfurón (25 µg mL-1) y triflusulfurón-metil (5 µg mL-1) (amarillo) y con iodosulfurón-
metil (20 µg mL-1), desetil-terbutilazina (20 µg mL-1) e irgarol®-1051 (2.5 µg mL-1) (gris). 
 
 En dos de las muestras analizadas se encontró terbutilazina (tr = 13.6 min) a 
una concentración similar al LOD y LOQ, respectivamente (Figura 49A). Se 
comparó el espectro de absorción del pico a 13.6 min de los cromatogramas de 
las muestras con el espectro obtenido para una disolución patrón de terbutilazina. 
Como se puede observar en la Figura 49B ambos espectros son similares, lo que 
permitió confirmar la presencia de terbutilazina en ambas muestras. 
 
 
Figura 57. A) Cromatogramas obtenidos a 230 nm con la configuración de dos capilares 
acoplados en serie para dos muestras de agua positivas en terbutilazina. B) Espectros UV 
normalizados de los picos sospechosos de ser terbutilazina en los cromatogramas de A y 
















Los resultados obtenidos muestran que modificar el polímero de TEOS-
MTEOS con NPs metálicas o NPs de óxidos metálicos es una manera sencilla de 
incrementar la sensibilidad en IT-SPME-NanoLC. La eficiencia de la extracción 
depende de las propiedades del material sorbente, las cuales están determinadas 
por el tipo y la cantidad de NPs utilizadas, así como por la estructura de los 
analitos. Para los analitos menos polares (log Kow ≥ 3) se han observado ligeros 
incrementos de área usando la fase modificada con NPs de Au; sin embargo con 
este tipo de NPs para los analitos más polares decrece la señal analítica. Similar 
tendencia se observa cuando se emplea el polímero modificado con NPs de Ag, 
aunque en este caso la señal se incrementa considerablemente para los analitos 
que contienen halógenos en su estructura como el triflusulfurón-metil o la 
terbutilazina. 
La mayor eficiencia de extracción se ha obtenido empleando las fases 
modificads con NPs de CuO y NPs de TiO2 para los analitos más polares y menos 
polares, respectivamente. La extracción puede ser incrementada si se modifica la 
fase polimérica con ambas NPs, o si se acoplan en serie 2 capilares, cada uno con 
un tipo de NPs. Esta última opción proporciona áreas hasta 30 veces superiores a 
las obtenidas empleando como fase de extracción el polímero de TEOS-MTEOS sin 
modificar. 
La combinación de IT-SPME con los sorbentes modificados con NPs 
estudiados, y NanoLC permite la determinación de herbicidas polares de tipo 
triazinas y sulfonilureas (log Kow = -0.7- 3.21) con LODs en el rango 0.02- 1.5 µg L-1 














4.2.2.4 Estudio de la degradación de tribenurón-metil en muestras de 
aguas ambientales 
En el siguiente apartado se describen los resultados obtenidos en el estudio 
de la degradación del herbicida tribenurón-metil (TBM) en muestra de aguas 
ambientales. 
Separación cromatográfica y cuantificación de TBM y de sus productos de 
degradación 
De acuerdo con la bibliografía, en condiciones ambientales el herbicida TBM 
se hidroliza rompiéndose el enlace sulfonilurea, lo que da lugar a dos principales 
productos de degradación, el metil-2-(aminosulfonil) benzoato (MASB) y la 2-
metoxi-4-metilamino-6-metil-1,3,5-triazina (TRZ); en el medio ambiente, la TRZ 
puede ser transformada a su vez en sacarina (SAC) (Figura 58) (Sarmah & Sabadie, 
2002). 
 
Figura 58. Mecanismo de degradación del TBM y espectro de absorción normalizado del 














Bajo las condiciones cromatográficas seleccionadas (Sección 3.5.1), el tiempo 
de retención del pesticida TBM fue de 8.1 min mientras que para los productos de 
degradación MASB y SAC fue de 7.1 min y 3.5 min, respectivamente. Cabe 
destacar que con el método propuesto la SAC solo pudo ser detectada si se 
encontraba a un nivel de concentración igual o superior a 500 µg L-1, valor 
demasiado alto para lo que se esperaría en muestras de agua ambientales. Por 
tanto este compuesto no se incluyó en los siguientes estudios. Por otro lado, en 
las muestras degradadas se observó un pico adicional a 6.6 min, el cual se 
identificó como el producto de degradación triazínico (TRZ). A pesar de no existir 
patrones comerciales de este producto, lo que imposibilitó su cuantificación, la 
aparición de este pico es consistente con resultados descritos anteriormente 
(Bossi, Vejrup & Jacobsen, 1999). Como se puede observar en la Figura 58, existe 
una buena correlación entre el espectro de absorción del pico sospechoso de ser 
TRZ (6.4 min) y el espectro de otras triazinas como la terbutilazina. Esta 
coincidencia hizo pensar que el pico correspondía a una molécula con una 
estructura similar a una triazina, lo que avaló que dicho pico era TRZ. 
En la Tabla 39 se muestran los parámetros analíticos obtenidos para el TBM y 
el MASB, medidos a 230 nm y empleando como fase de extracción dos capilares 
recubiertos de TEOS-MTEOS modificados, uno con NPs de TiO2 y otro con NPs de 
CuO (Figura 55). Como se observa en esta tabla, se obtuvo una linealidad y 
precisión satisfactoria para ambos compuestos. Los LODs alcanzados fueron 0.25 y 
1.5 µg L-1 para TBM y MASB, respectivamente. Teniendo en cuenta las 
concentraciones máximas de sulfonilureas encontradas en muestras de agua de 
uso agrícola o ríos próximos a áreas agrícolas (< 200 ng L-1) (Pei, Zhu & Huang, 
2018; Sarmah et al., 2002; Hijosa-Valsero et al., 2016), y considerando que cabe 
esperar el mismo nivel de concentración para el TBM, se puede concluir que el 
método propuesto es adecuado para la determinación de este pesticida en 


















Tabla 39. Parámetros analíticos obtenidos para TBM y MASB con el método IT-SPME-
NanoLC-DAD propuesto. 
Analito 
Recta de calibrado 






Rango lineal a ± sa b ± sb R2 
TBM 1 - 50 17 ± 30 12.7 ± 0.9 0.998 0.25 1 5 
MASB 5 - 100 10 ± 2 2.12 ± 0.03 0.9996 1.5 5 7 
a) Establecida para una disolución de 10 µg L-1 de TBM y 50 µg L-1 de MASB, (n=3). 
 
Estudio de la degradación de TBM en condiciones hidrolíticas 
En primer lugar se estudió hidrólisis del TBM en condiciones de laboratorio. 
Para ello, se expusieron a condiciones ambientales (oscuridad y luz solar, y a 
temperatura ambiente) diferentes viales de vidrio conteniendo disoluciones 
patrón de TBM de concentración 10 µg L-1 y 50 µg L-1. El seguimiento de la 
degradación se realizó tomando pequeñas porciones de estas disoluciones y 
analizandolas inmediatamente con el sistema IT-SPME-NanoLC-DAD propuesto. 
En la Figura 59A se muestran los cromatogramas obtenidos para una 
disolución de TBM de 50 µg L-1 expuesta durante diferentes tiempos a la luz solar. 
En el cromatograma correspondiente a la disolución recién preparada únicamente 
se observó el pico del TBM. Después de 4 días de exposición se pudieron observar 
dos picos adicionales, correspondientes al MASB y a la TRZ, respectivamente, así 
como la disminución del pico del TBM. El pico atribuido al MASB se detectó hasta 
los 14 días, siendo después su concentración inferior al LOD; esto sugiere que este 
producto de degradación también se degrada rápidamente. El pico 
correspondiente a la TRZ pudo detectarse durante mucho más tiempo que el 
TBM. Para la disolución de 10 µg L-1 solo se detectaron los picos de TBM y de TRZ. 
















Figura 59. A) Cromatogramas obtenidos a 230 nm para una disolución de TBM (50 µg L-1) 
expuesta a condiciones de laboratorio durante diferentes días; B) representación del Ln del 
porcentaje de TBM no degradado frente al tiempo de exposición para dos disoluciones 
patrón de TBM de concentración 50 µg L-1 (azul) y 10 µg L-1 (rojo). 
 
La representación del Ln de la concentración de TBM no degradado frente al 
tiempo de exposición mostró que la degradación de este pesticida sigue una 
cinética de primer orden (Figura 59B). La vida media (t1/2) estimada para dos 
disoluciones de concentración 10 y 50 µg L-1 de herbicida, expuestas a las mismas 
condiciones ambientales, fue 3.4 y 3.2 días, respectivamente. Sin embargo, para 
disoluciones de la misma concentración preparadas con 6 meses de diferencia, el 
t1/2 obtenido varió entre 1.15 y 3.4 días, probablemente debido a la diferencia en 
las horas de luz solar y la temperatura a lo largo del año en las condiciones del 
laboratorio. 
Estudio del efecto de la radiación UV  
Seguidamente, se evaluó el efecto de la radiación UV sobre la degradación 
del TBM, exponiendo para ello diferentes disoluciones patrón de herbicida a la 
radiación de una lámpara UV. Con este fin se utilizó el sistema descrito en la 
Sección 3.5.2, el cual consiste en una bomba peristáltica que porta la disolución 















En la Figura 60A se  muestran, a modo de ejemplo, los cromatogramas 
obtenidos a diferentes timpos de exposición. Como era de esperar, el TBM se 
degrada rápidamente cuando se somete a la radiación UV. Cuando la bomba no se 
paraba y la disolución solo era irradiada mientras atravesaba el fotoreactor, sólo 
se detectó el 78 % del TBM. El tiempo que tardaba la disolución en atravesar el 
sistema (1.2 min) se determinó previamente empleando un compuesto coloreado. 
Para tiempos de exposición superiores a los 25 min la concentración de TBM fue 
inferior al LOD del método (0.25 µg L-1). 
 
Figura 60. Cromatogramas obtenidos a 230 nm para A) una disolución de TBM (50 µg mL-
1) después de ser expuesta a radiación UV; B) una disolución de TBM de concentración 10 
µg mL-1 preparada en agua nanopura a pH 6.5, 5.3 y 3.0 y para otra disolución de 
concentración 50 µg mL-1 a pH 3. 
 
La representación del Ln de la concentración de TBM no degradado frente al 
tiempo de exposición a la radiación UV indicó que la degradación también se 
ajustaba a una cinética de primer orden, siendo en este caso t1/2 = 5.5 min. Cabe 
destacar que, de los productos de degradación, solo se detectó el compuesto 
triazinico, lo cual sugiere que el MASB también se degrada rápidamente cuando 
se expone a la radiación UV. Bajo las mismas condiciones, se estudió la 
degradación del MASB, concluyendo que su t1/2 era de 4.9 min.  Cabe destacar que 
el pico adicional observado a 11.5 min (Figura 60a) se debe a la presencia de un 
ftalato (indicado como FTL en la figura) proveniente de la irradiación del tubo PET 














Estudio del efecto del pH 
Por otro lado se estudió la influencia  del pH en la degradación del TBM. Para 
ello se acidificaron diferentes disoluciones patrón a diferentes pHs con HCl 0.02 M 
y se analizaron inmediatamente con el método propuesto. En la Figura 60B, se 
muestran algunos de los cromatogramas obtenidos en este estudio. Como se 
puede observar, la señal analítica del TBM decrecía drásticamente cuando se 
acidificaba el medio. A pH = 3 no se observó el pico del TBM, incluso para una 
disolución de concentración de 50 µg L-1 de herbicida. Cabe destacar que tampoco 
se observó ninguno de los productos de degradación del TBM a pH ácido. La 
degradación del TBM en medio ácido ya ha sido descrita por otros autores, pero 
utilizando disoluciones de TBM mucho más elevadas que la utilizada en el 
presente estudio (5000 µg L-1) (Bottaro et al., 2008). 
Es interesante remarcar que muchos de los procedimientos de SPE descritos 
en la literatura requieren de un ajuste del pH para logar una buena recuperación 
(Pei et al., 2018; Dong, Qian & Hu, 2015; Tang et al., 2014). Sin embargo, los 
resultados obtenidos en el presente estudio muestran que a las concentraciones 
ensayadas la acidificación de la muestra supone la degradación del TBM 
aumentando el riesgo de falsos negativos o una estimación por debajo de la 
concentración real de este herbicida. 
Estudio de la degradación en aguas ambientales 
Finalmente, el metodo propuesto se empleó para estudiar la degradación del 
herbicida TBM en diferentes tipos de agua ambientales como agua de mar, río, 
transición y acequia. Previamente al estudio, las muestras fueron caracterizadas 
midiendo diferentes parámetros fisicoquímicos. En la Tabla 40, se muestran los 



















          Tabla 40. Parámetros fisicoquímicos de las muestras estudiadas. 









Mar 7.7 49.8 1.7 3.8 118a 
Transición 7.4 15.6 4.7 38.7 63a 
Río 7.4 0.96 1.2 0.9 81a 
Acequia 7.9 1.25 6.5 2.9 14.3 
Nanopura 7.6 0.004 0.4 0.06 1.15 
 a) valores calculados como la suma de las dos etapas. 
Las muestras, previamente analizadas con el procedimiento propuesto para 
verificar la ausencia de TBM, fueron fortificadas con 50 µg L-1 de herbicida y 
expuestas en viales de vidrio a las condiciones ambientales. También se incluyó en 
el estudio una muestra de agua nanopura. Las diferentes muestras fortificadas se 
analizaron simultaneamente, de manera que todas las disoluciones habían sido 
expuestas a las mismas condiciones (horas de luz, temperatura...). El estudio se 
realizó monitorizando la variación de la concentración de TBM a lo largo de 22-30 
días, o hasta 45 días en el caso del agua de mar. Para ello, se extrajeron 
periodicamente proporciones de muestra que inmediatamente se procesaron por 
el sistema IT-SPME-NanoLC-DAD. Cabe destacar que en este estudio no se 
consideró la pérdida del analito por volatilización, ya que este proceso es 
despreciable para este tipo de compuestos a temperatura ambiente (Sarmah et 
al., 2002). 
En la Figura 61 se muestran los cromatogramas obtenidos a lo largo de este 
estudio para algunas de las muestras. Como se puede observar, el perfil 
cromatográfico es diferente para los distintos tipos de muestra. Por ejemplo, para 
la muestra de agua de acequia se obtuvo un perfil cromatográfico con más picos 
en la zona de 1.5 a 11 min, que para el agua de mar. Esto puede ser debido a una 
mayor presencia de compuestos polares, los cuales quedan poco retenidos en la 
fase estacionaria y son eluidos rápidamente. A pesar de ello, estos pico no 
interferían en la identificación y cuantificación del TBM, el cual se pudo identificar 
claramente mediante su espectro de absorción UV, así como medir 
adecuadamente las áreas de pico. Sin embargo, ninguno de los productos de 















Figura 61. Cromatogramas registrados a 230 nm para diferentes muestras de agua 
ambientales y agua de acequia fortificada con TBM (50 µg mL-1) antes y después de ser 
expuesta a condiciones de laboratorio durante 14 días. 
 
En la Figura 62 se representa el porcentaje de TBM no degradado en función 
del tiempo. Como se puede observar, existen diferencias significativas en la 
degradación del pesticida según el tipo de agua. La degradación del TBM es 
relativamente más rápida en el agua de acequia y sigue una cinética de primer 
orden (Tabla 41) con un tiempo de vida medio de 14.3 días. Por contra, el 
herbicida es realtivamente estable en agua de mar, y a los 21 días se había 
degradado menos del 10 %.  Si se considera la variación de la concentración de 
herbicida a partir de los 21 días, se observa una buena linealidad al representar el 
Ln del porcentaje de TBM no degradado frente al tiempo de exposición, y por 
tanto la degradación en agua de mar también sigue una cinética de primer orden 
(Tabla 41). El tiempo de vida medio obtenido extrapolando los resultados 
observados en el intervalo de de 21 a 45 días es de 97 días (Starner, Kuivilla, 
Jennings & Moon, 1999) Por tanto, el tiempo necesario para reducir la 
concentración de TBM a la mitad fue de 21 + 97 días, si este se encuentra en el 
















Figura 62. Representación del porcentaje de TBM no degradado frente al tiempo de 
exposición para diferentes tipos de muestras de agua fortificadas con TBM a un nivel de 
concentración de 50 µg L-1. 
 
Una tendencia similar se observó para la degradación del TBM en aguas de río 
y transición. En ambos casos se observó una degradación en dos etapas. Durante 
los primeros 14 días para el agua de río y 9 días para el agua de transición, no se 
observó una variación del porcentaje de TBM. A partir de ese momento empezó a 
degradarse siguiendo una cinética de primer orden (Tabla 41). Para realizar el 
estudio comparativo, se calculó el tiempo de vida medio considerando las dos 
etapas de la degradación (t1/2’), es decir, sumando el tiempo de la primera etapa 
en la que no había degradación y el t1/2 calculado según la variación de la 
concentración de TBM con el tiempo. Este valor se determinó para las muestras 
de agua de mar, río y transición. Los valores de t1/2’ se muestran en la Tabla 40. 
  Tabla 41. Resultados obtenidos del estudio de degradación de TBM en aguas 
ambientales. 
Tipo de agua 
Tiempoa 
(días) 
 Regresión linealb 
 ( y = a + bx) t1/2  
(días) 
 a  b  R2 
Mar 21 - 44  4.8078 -0.0129 0.99 97b 
Transición 9 - 22  4.8119 -0.0165 0.99 54b 
Acequia 0 - 22  4.5477 -0.0445 0.98 14.3 
Río 14 - 30  4.7027 -0.0121 0.96 67b 
Nanopura 0 - 14  4.5264 -0.5308 0.997 1.15 
Río + nanopura (4:1)c  0 - 35  4.6418 -0.0204 0.98 35.8 
Río + nanopura (10:1)c 0 - 30  4.6729 -0.3160 0.98 24.1 
a) Intérvalo de tiempo con cinética de primer órden. b) Valores calculados sin considerar el tiempo 














Es interesante destacar que, bajo las mismas condiciones, el TBM se degradó 
mucho más rápido en agua nanopura (t1/2 = 1.2 días) que en el resto de aguas. Con 
el fin de evalurar el efecto del agua nanopura se realizaron ensayos adicionales 
fortificando con TBM dos mezclas de agua de río y agua nanopura en las 
proporciones 1:4 y 1:10 (v/v), y monitorizando la variación de la concentración de 
TBM con el tiempo. Los resultados obtenidos mostraron que en presencia de agua 
nanopura se acelera la degradación del TBM. En ambos casos, la degradación 
tiene lugar siguiendo una cinética de primer orden, con t1/2 = 25.2 días y 19.1 días 
para la mezcla 1:4 (Figura 62) y 1:10, respectivamente. Esto confirma que la 
degradación de TBM en agua nanopura es mucho más rápida que en las otra 
matrices estudiadas. Similares resultados observaron Bottaro y colaboradores al 
estudiar la degradación de TBM en agua nanopura y agua procedente del cultivo 
de arroz, cuando se sometían a radiación UV (Bottaro et al., 2008). 
La degradación de un pesticida en aguas ambientales está afectada por 
muchas variables como la temperatura, el pH, la radiación UV, la presencia de 
microorganismos y nutrientes u otros parámetros químicos (Sarmah et al., 2002). 
En este estudio, el pH de las muestras era prácticamente el mismo (Tabla 40) y 
todas las muestras fueron expuestas a idénticas condiciones ambientales 
(radiación UV y temperatura). Por tanto, las variaciones observadas en la 
velocidad de degradacción del TBM probablemente se debían a la presencia de 
microorganismos y a la composición química de las muestras estudiadas.  
Como se puede observar en la Tabla 40, la estimación de t1/2’ no está 
realcionada con un único parámetro fisicoquímico, sino que más bien se debe a la 
suma de diferentes variables. Aparentemente, en las aguas naturales un alto valor 
de la DQO está inversamente relacionado con el tiempo de vida medio 
observandose un t1/2 mucho más alto en el agua de mar que en el agua de río o 
acequia. Ello puede ser debido a que en este tipo de muestras existe una elevada 
cantidad de ácido húmico que actúa absorbiendo la radiación UV (Lartigues & 
Garrigues, 1995). Por otro lado, teniendo en cuenta el log Kow del TBM, cabe 
esperar una baja absorción del herbicida en las partículas presentes en las 
muestras. Esto puede explicar que se obtengan similares t1/2, en dos mustras con 














Además, diferentes estudios han concluido que la degradación de los 
pesticidas en ecosistemas hídricos pequeños como acequias es mucho más rápida 
que en ecosistemas más grandes, a causa de la actividad microbiológica 
(Mukherjee, Das, Kumar, Satkàr & Sharma, 2015). Estas conclusiones están de 
acuerdo con los resultados obtenidos a lo largo del estudio realizado. Sin 
embargo, otros parámetros relacionados con la composición química de la 
muestra (nutrientes e iónes) y la posible biotransformación, deberían ser 
considerados en un estudio más exhaustivo. 
Conclusiones 
Los resultados de este apartado muestran que la preservación de la 
integridad química de la muestra es esencial para obtener resultados fiables en la 
determinación del herbicida TBM en muestras de aguas ambientales. El método 
propuesto basado en IT-SPME-NanoLC-DAD es una buena opción para el análisis 
de TBM en este tipo de muestras, ya que solo se requiere de filtración antes de 
ser procesada por el sistema de extracción. Además, la linealidad y la precisión 
obtenidas son satisfactorias, y los LODs son comparables a los obtenidos por otros 
procedimientos para la determinación de sulfonilureas, cuyo enfoque se basa en 
SPE.  
Diferentes estudios que han abordado la degradación del TBM en suelos y 
cultivos han concluido que, como la mayoría de pesticidas modernos, el TBM se 
degrada rápidamente. Por ejemplo, se ha reportado que el t1/2 en suelos varía de 
1.3 a 7.9 días, mientras que es menor de 4 días en cultivos (Dong et al., 2015; 
Mukherjee et al., 2015). Sin embargo, los resultados obtenidos en el presente 
trabajo muestran que, a diferencia de los que ocurre en suelos y cultivos, el TBM 
no se degrada tan rápidamente en las aguas ambientales, siendo estable durante 
algunas semanas. Las diferencias encontradas en el t1/2 según el tipo de agua 
puede deberse a la actividad microbiológica. Cabe destacar que el TBM se 
degrada mucho más rápido en agua nanopura.  
Finalmente, contrariamente a lo que cabría esperar, los resultados obtenidos 
permiten concluir que no es necesario analizar las muestras inmediatamente 
después de ser tomadas, siempre y cuando estas se conserven protegidas de la luz 
UV. Por otro lado, para obtener resultados precisos las disoluciones patrón deben 
ser preparadas cada día o, alternativamente, utilizar otro tipo de agua diferente al 














4.2.2.5 Medida no invasiva del contenido en clorofila a para la evaluación 
de la influencia de la acción de pesticidas en plantas 
Se estudió la salud de plantas tratadas con los pesticidas terbutilazina, 
trifluoralín y clorpirifós. Para ello se desarrolló un procedimiento no invasivo que 
permite monitorizar el contenido de clorofila a. El método se basa en la obtención 
del espectro de absorción mediante reflectancia difusa medido directamente en 
las hojas, y el posterior tratamiento de los datos mediante el método HPCIM. El 
contenido de clorofila a está estrechamente relacionado con el estado de salud de 
la planta. En primer lugar se ha optimizado el método analítico y posteriormente 
se ha empleado para monitorizar la salud de las plantas cuando éstas son tratadas 
con los diferentes pesticidas. 
Respuesta de la absorción de clorofila a 
Para la determinación de clorofila a en muestras sólidas mediante 
reflectancia difusa se prepararon patrones inmovilizando la clorofila a en soportes 
de nylon. Para ello, se hizo pasar con una jeringa de vidrio 1 mL de disolución 
patrón de clorofila a (de 5 a 20 mg mL-1) por un filtro de nylon (13 mm d.i. y 0.2 
µm de tamaño de poro) empleando un portafiltros de acero de 13 mm de 
diámetro. Cabe destacar que la clorofila se queda mayoritariamente inmovilizada 
en el soporte de nylon, como se deduce del hecho de que al pasar la disolución 
por el filtro de nylon la disolución quedaba incolora. 
La Figura 63 muestra los espectros de absorción, medidos como reflectancia 
difusa, de los patrones sólidos de clorofila a y la imagen de éstos. Como puede 
observarse, el espectro tiene dos máximos a 420 y 665 nm. La intensidad de la 
absorbancia, al igual que el color verde de los filtros, variaba en función de la 
















Figura 63. Espectro de absorción de los soportes de nylon con diferente concentración de 
clorofila a retenida. A) 314 mg m-2, B) 236 mg m-2, C) 157 mg mL-2 y D) 79 mg m-2. 
 
Para la cuantificación del contenido de clorofila a en los soportes de nylon o 
en superficies de hojas se expresó su concentración en mg m-2, representando la 
intensidad de absorbancia a la longitud de onda de medida respecto a la cantidad 
de clorofila a inmovilizada. Para calcular la cantidad de clorofila a presente en los 
patrones se dividió la masa de clorofila a procesada en Kg entre el área del filtro 
de nylon en m2. Se observó una relación lineal entre la absorbancia y la 
concentración de analito en el rango de concentraciones de clorofila a, que fue de 
79 a 314 mg m-2, siendo la concentración más baja el LOQ. En la Tabla 42 se 
muestran los parámetros analíticos de las rectas de calibrado para la 
cuantificación de clorofila a inmovilizada en los soportes de nylon a tres 
longitudes de onda diferentes. El LOD resultó ser 24 mg m-2 en todas las 
longitudes de onda utilizadas. 
Tabla 42. Rectas de calibrado para la cuantificación de clorofila a inmovilizada en los 
soportes de nylon (calibrado de 4 puntos). 
Longitud de onda 
 (nm) 
Parámetros analíticos (y = a + b x) 
 a ± Sa b ± Sa R2 
420  (20 ± 6 ) 10-2 (31 ± 4) 10-4 0.9830 
620  (-90 ± 60) 10-3 (25 ± 3) 10-4 0.9744 


















Representatividad de las medidas 
En este trabajo se evalúo la viabilidad de cuantificar el contenido de clorofila 
a en las hojas de plantas mediante la obtención directa del espectro de absorción 
de la hoja. Dada la posible heterogeneidad de la muestra fue necesario evaluar si 
la medida era representativa o dependía de la sección de la hoja donde se 
realizaba la medida. Para estudiar la representatividad de la medida se registraron 
los espectros de absorción en 20 partes diferentes de una hoja de espinaca. 
La Tabla 43 muestra el valor de absorción y la RSD a las tres longitudes de 
onda seleccionadas. Como se puede observar, la precisión obtenida a las 
longitudes de onda de interés está de acuerdo con la precisión esperada para la 
técnica, por lo que se concluyó que no existían diferencias significativas en los 
resultados al variar el punto de la hoja donde se realizaba la medida.  
Tabla 43. Valores promedios de absorción y RSD tomados en diferentes puntos de la 
misma hoja de espinaca (n = 20). 
Longitud de onda  
(nm) 
𝒙 ± s RSD (%) 
420 1.01 ± 0.05 4.5 
620 0.82 ± 0.04 4.4 
665 1.06 ± 0.04 4.2 
 
Optimización de los parámetros del método HPCIM 
En método HPCIM, desarrollado por el grupo de investigación MINTOTA 
(Bosch-Reig & Campíns-Falcó, 1998), permite estimar la concentración de un 
analito en presencia de sustancias interferentes conocidas o desconocidas 
mediante tratamiento matemático del registro de la muestra y de diferentes 
disoluciones patrón. 
El método se basa en la selección de una longitud de onda arbitraria del 
espectro del analito (conocido) la cual se define como longitud de onda de 
referencia. De esta manera se puede calcular el espectro de la interferencia como 















Figura 64. A) espectro de reflectancia difusa para la muestra (amarillo) y el analito a la 
concentración máxima posible (azul); B) Ki calculada para tres disoluciones patrón de 
clorofila a (79, 157 y 314 mg m-2); C) Gráfico S500 – KiS1 frente a la longitud de onda i, para 


















Supóngase una mezcla de los componentes X e Y, donde X es la muestra e Y 
una sustancia interferente desconocida, cuyos espectros para X y mezcla se 
muestran en la Figura 64A. La absorbancia de la muestra a cualquier longitud de 
onda se puede expresar como: 
𝑆𝑖 = 𝑥𝑖 + 𝑦𝑖                      𝑖 ∈ [𝜆1, 𝜆𝑛]          (1) 
donde Si, xi e yi son la señal a la longitud de onda i de la muestra, del analito y de 
los interferentes, respectivamente.  
Por otro lado, para un compuesto puro, la relación de la señal entre dos 
longitudes de onda es constante. Una vez seleccionada la longitud de onda de 




                             𝑖 ∈ [𝜆1, 𝜆𝑛]          (2) 
donde Xref es la absorbancia del analito puro a la longitud de onda de referencia. 
La contribución del analito a la señal de la mezcla puede ser eliminada si se 
resta Sref - Ki Si: 
𝑆𝑟𝑒𝑓 − 𝐾𝑖𝑆𝑖 = 𝑥𝑟𝑒𝑓 + 𝑦𝑟𝑒𝑓 − 𝑘𝑖(𝑥𝑖 + 𝑦𝑖)    𝑖 ∈ [𝜆1, 𝜆𝑛]          (3) 
donde Sref es la absorbancia de la muestra a la longitud de onda de referencia. 
Reordenando la ecuación 3, se obtiene: 
𝑆𝑟𝑒𝑓 − 𝐾𝑖𝑆𝑖 = 𝑦𝑟𝑒𝑓 − 𝑘𝑖𝑦𝑖     𝑖 ∈ [𝜆1, 𝜆𝑛]          (4) 
Teniendo en cuenta que a partir del espectro del analito puro se puede 
determinar Ki, y Si a partir del espectro de muestra, se puede calcular para todas 
las longitudes de onda el valor de Sref - Ki Si. De esta manera el resultado obtenido 
únicamente se relaciona con la señal de la interferencia, puesto que se elimina la 
contribución del analito. La ecuación anterior se puede expresar como: 
𝑦𝑖 =
𝑆𝑟𝑒𝑓 − 𝐾𝑖𝑆𝑖 − 𝑦𝑟𝑒𝑓
−𝐾𝑖














La Ecuación 5 demuestra que se puede calcular la señal de los interferentes a 
cualquier longitud de onda a partir de la yref. Cabe destacar que el resto de 
variables de la Ecuación 5 son conocidas puesto que se deducen a partir del 
espectro de absorción del analito puro. 
El siguiente paso es estimar el valor de yref. Para seleccionar la longitud de 
onda de referencia más adecuada se tiene que tener en cuenta que a dicha 
longitud de onda la absorbancia del espectro interferente no debe ser superior a 
la absorbancia de la muestra (Figura 64A), y que el valor mínimo es la absorbancia 
de la muestra menos la del analito a la concentración máxima permitida (Figura 
65 E). Diferentes espectros de interferencia pueden ser obtenidos a partir de la 
Ecuación 5, según el rango descrito por la absorbancia máxima y mínima 
previamente seleccionadas, y variando yref dentro de este rango se producen 
diferencias significativas en los espectros (Figura 65). Por tanto, no se puede 
predecir el espectro real correspondiente a las sustancias interferentes. 
 
Figura 65. Algunos espectros de interferencias desconocidas (A, muestra; E, muestra 
menos analito a la máxima concentración permitida; yref entre 1.05 y 0.8 ua). Localización 
del par de longitudes de onda con la misma señal independientemente de las condiciones.  
 
Para calcular la absorbancia de las interferencias a la longitud de onda de 
referencia es necesario encontrar un par de longitudes de onda con la misma 
absorbancia, independientemente de las variaciones observadas en el espectro 
interferente según la yref seleccionada. Por ejemplo, si para todos los espectros 














𝑆𝑟𝑒𝑓 − 𝐾5𝑆5 = 𝑦𝑟𝑒𝑓 − 𝑘5𝑦5
𝑆𝑟𝑒𝑓 − 𝐾8𝑆8 = 𝑦𝑟𝑒𝑓 − 𝑘8𝑦8
                     (6) 
obteniéndose tres ecuaciones con tres incógnitas que permiten calcular el valor 
de yref con la ecuación: 
𝑦𝑟𝑒𝑓 = 𝑆𝑟𝑒𝑓 − 𝐾5𝑆5 +
𝐾5[(𝑆𝑟𝑒𝑓−𝐾5𝑆5)−(𝑆𝑟𝑒𝑓−𝐾8𝑆8)]
𝐾8−𝐾5
              (7)  
Por tanto, es posible a partir del espectro de la muestra estimar el espectro 
del analito y de las interferencias. 
  En la Figura 64C se comparan los espectros de absorción de una hoja de 
espinaca y de un patrón con la máxima cantidad de clorofila que cabe esperar en 
la muestra. Como se puede observar en la Figura 64B, cualquier concentración de 
clorofila a es adecuada para calcular los valores de Ki. A partir del espectro de la 
muestra se obtienen los valores de Sref – KiSi (Figura 64C). En este caso se 
seleccionó 500 nm como longitud de onda de referencia porque la señal de la 
clorofila a es menor, y por la gran diferencia entre la señal de la muestra y la señal 
de la clorofila a en el patrón de mayor concentración. 
Para seleccionar el par de longitudes de onda de trabajo se obtuvieron 
diferentes espectros interferencia (Figura 65). Como se puede observar se pueden 
seleccionar gran cantidad de pares de longitudes de onda para calcular yref. En 
este caso se seleccionó el par de longitudes de onda 420 nm y 665 nm, para 
calcular el espectro interferente y de la clorofila a aplicando la Ecuación 7. En la 
Figura 66, se muestran el espectro de una muestra de hoja de espinaca y el 
espectro interferencia y de clorofila a obtenidos aplicando el método HPCIM. 
 
Figura 66. Espectros para una muestra de hoja de espinaca antes y después de aplicar el 















Validación de la exactitud del método HPCIM 
Con el fin de validar el método basado en el método HPCIM, se compararon 
los resultados obtenidos al aplicar el procedimiento propuesto y un método de 
referencia descrito en bibliografía para la cuantificación de clorofila a en hojas de 
espinacas. Como método de referencia se seleccionó el procedimiento descrito 
por Hu y colaboradores (Hu et al., 2013). Se trata de un procedimiento invasivo 
que destruye la muestra, ya que se basa en la extracción de la clorofila a con 
acetona, y posteriormente se determina por espectroscopía de absorción 
molecular. Se substituyó la acetona por etanol para minimizar la evaporación del 
disolvente.  
Primeramente se aplicó el método HPCIM, ya que se trata de un 
procedimiento no invasivo. Para aplicar este método únicamente se requirió 
registrar el espectro de absorción por reflectancia difusa de diferentes secciones 
de hojas de espinacas de área conocida. Seguidamente se analizaron las mismas 
muestras con el método de referencia. Para ello, en primer lugar, se molturaron 
en un mortero las hojas de espinacas y se añadieron 2 mL de etanol. Transcurridos 
2 min el etanol se trasfirió a un matraz aforado de 10 mL. El proceso de extracción 
se realizó dos veces más, la primera con las mismas condiciones que la extracción 
anterior y la última añadiendo solo 1 mL de etanol durante 1 min. Los extractos de 
etanol obtenidos en cada etapa de extracción se combinaron en un matraz 
aforado, llevado a volumen con agua nanopura. Finalmente, se obtuvieron los 
espectros de absorción UV-vis de una dilución 1:3 de la disolución de extractos en 
agua nanopura. 
Los espectros de absorción obtenidos para dos muestras de hojas de 
espinacas se muestran en la Figura 67. Como puede verse, en la región del 
ultravioleta aparecen gran cantidad de picos debidos a otros compuestos que 
contiene la muestra y que también son extraídos por el etanol. En cambio, en la 
zona de 600-700 nm solo aparece un pico que también aparece al medir patrones 
de clorofila a, y cuya intensidad responde a su concentración. Por tanto, se eligió 
este pico para la cuantificación de la clorofila en los extractos. 
Los parámetros analíticos obtenidos fueron: y = (28 ± 25) 10-3 + (410 ± 10) 10-4 
[clorofila a] (mg L-1), R2=0.9988, LOD= 1.5 mg L-1 y LOQ= 5 mg L-1. La cantidad de 















La cantidad de clorofila a obtenida para las mismas muestras por el 
procedimiento HPCIM propuesto fue (144 ± 6) mg m-2. Los resultados obtenidos 
por ambos procedimientos son significativamente equivalentes a un nivel de 
confianza del 95 % (t = 0.919, p =0.407). Hay que señalar que el resultado 
proporcionado por el método HPCIM es más preciso debido a la poca 
manipulación experimental que requiere. 
 
 


























Determinación de clorofila a como indicador de estrés en plantas por HPCIM 
Se utilizó el método HPCIM para monitorizar la variación de la cantidad de 
clorofila a en plantas de espinacas cuando éstas se trataron con diversos 
pesticidas. Para realizar el estudio se seleccionaron los herbicidas trifluralina y 
terbutilazina, y el insecticida clorpirifós. La trifluralina, que pertenece a la familia 
de las dinitroanilinas actúa sobre el correcto funcionamiento de las raíces 
(Fernandes et al., 2009). Es decir, las plantas en contacto con trifluralina mueren 
porque son incapaces de absorber el agua y los nutrientes del suelo. La 
terbutilazina pertenece a la familia de las triazinas. Como se ha comentado en la 
Sección 1.6.1.1, este tipo de herbicidas actúa inhibiendo la reacción de Hill e 
impidiendo la captación de CO2 durante la fotosíntesis (Cañero et al., 2011). El 
mecanismo de inhibición consiste en la interrupción del flujo de electrones en el 
fotosistema II causando la destrucción de la clorofila y los carotenoides. La 
ausencia de estos compuestos causa clorosis y la formación de radicales libres, los 
cuales destruyen la membrana celular y generan necrosis (Suresh Kumar et al., 
2014). El clorpirifós es un compuesto organofosforado que actúa inhibiendo la 
acetilcolinesterasa y además, diferentes estudios concluyen que se trata de un 
pesticidadida fititóxico que afecta al crecimiento de algunas especies de plantas 
(Fernandes, Figueira, Tauler & Bedia, 2018). Para realizar el estudio se tomaron 6 
plantas de espinacas de tamaño parecido y se emparejaron dos a dos. De cada 
pareja, una de las plantas fue rociada con agua y la otra con una disolución 
conteniendo 1 mg L-1 de pesticida.  
Los resultados obtenidos muestran que la cantidad de clorofila a en las hojas 
de planta de espinacas tratadas con pesticida decrecía significativamente con el 
tiempo. En la Figura 68 se muestran los espectros obtenidos para dos zonas 
diferentes de la misma hoja después de 21 días de ser tratada con terbutilazina. Al 
eliminar las interferencias con el método HPCIM, el espectro resultante (Figura 68 
espectro azul) corresponde únicamente a la señal de la clorofila a. Al comparar 
estos espectros se observó que la intensidad del pico a 665 nm era diferente 
según la zona de medida a diferencia de en las hojas sanas. Esto puso de 















Figura 68. Espectros de absorción de las hojas de espinacas tratadas con terbutilazina 
antes y después de aplicar el método HPCIM. Muestra medida directamente (gris), 
interferencia (amarillo) y clorofila a (azul). A) zona de hoja poco afectada, B) zona de hoja 
más afectada. 
 
En la Tabla 44 se muestran los resultados obtenidos al medir por duplicado el 
contenido de clorofila a. Con el fin de establecer si los resultados de cada réplica 
eran comparables, se realizó un análisis por regresión lineal entre los mismos. La 
recta de regresión obtenida (y = (-3 ± 7) + (1.09 ± 0.07) x, R2 = 0.95), indica que no 
hay diferencia significativa entre los resultados obtenidos en cada réplica para un 



















Tabla 44. Concentración de clorofila a determinada por el método HPCIM para plantas 
tratadas con diversos pesticidas. B1 y B2 hojas de planta sin tratar y S1-S6 hojas de planta 
tratada. Las medidas se realizaron 31 días después del tratamiento con trifluralina y 
clorpirifós y 21 días después del tratamiento con terbutilazina. 
Pesticida  Concentración de clorofila a (mg m-2) 
Trifluralina 
B1 Replica 1 Replica 2 Media ± 9a 
B2 144.5 133.5 139 
S1 159.7 141.9 151 
S2 77.3 72.2 75 
S3 104.2 97.0 100 
S4 95.5 90.5 93 
Clorpirifós 
B1 92.8 112.1 102 
B2 140.8 133.5 137 
B3 157.2 142.9 150 
S1 149.3 138.5 144 
S2 95.4 97.5 96 
S3 64.1 62.4 63 
S4 92.0 84.3 88 
S5 109.0 100.0 104 
S6 118.3 106.8 113 
Terbutilazina 
B1 99.8 104.9 102 
B2 136.1 135.0 136 
S1 131.6 126.4 129 
S2 109.5 95.3 102 
S3 110.5 104.5 107 
S4 52.5 50.7 52 
a incertidumbre expandida k = 2. 
 
Por otra parte, se compararon los resultados obtenidos al aplicar el 
procedimiento propuesto para la determinación de clorofila a en muestras de 
hoja de plantas tratadas, con los obtenidos al aplicar los procedimientos no 
invasivos Macc01 y NDVI.  Los resultados obtenidos por cada procedimiento se 
muestran y comparan en la Figura 69. Como se puede comprobar, los resultados 
muestran la misma tendencia al aplicar el método HPCIM y el método NDVI. El 
coeficiente de correlación entre el valor del índice NDVI (x’) frente al contenido de 
clorofila estimado por el procedimiento HPCIM (y’) fue R2 = 0.79; este valor es 
similar al obtenido en otros estudios (Tabla 45). Para un nivel de confianza del 95 
%, los resultados obtenidos no son estadísticamente comparables. Por tanto, se 
concluyó que los resultados proporcionados por los índices de vegetación son una 
















Figura 69. Gráficos del contenido de clorofila a obtenidos por el método HPCIM (A) y del 
índice de reflectancia obtenido con NDVI (B) y Macc01 (C). Hojas sin tratar (B1 y B2) y 
tratadas (S1-S6). 
 
En la Tabla 45 se comparan diferentes procedimientos descritos en la 
literatura para la determinación de clorofila a en la vegetación empleando 
técnicas invasivas o no invasivas, y con muestreo en línea o fuera de línea. Cabe 


































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































Se ha propuesto un procedimiento rápido y no invasivo para la determinación 
de clorofila a en muestras de hoja de planta mediante la medida directa del 
espectro de absorción por reflectancia difusa y el tratamiento posterior de la 
señal con el método HPCIM. Este tratamiento matemático permite aislar la señal 
de la clorofila a de la del resto de interferentes.  
Los resultados obtenidos por el método HPCIM se han comparado con los 
obtenidos al utilizar un procedimiento invasivo basado en la extracción de 
clorofila a de las hojas con etanol. Se han obtenido resultados similares con 
ambos procedimientos, pero la precisión obtenida por el método HPCIM fue 
mayor, a causa de la menor manipulación experimental. Por ello se propone el 
método HPCIM para la determinación no invasiva de clorofila a en hojas  
Dado que el contenido de clorofila a en las hojas es un indicador del estado 
de salud de la planta, se ha empleado el método HPCIM para evaluar el estado de 
diferentes plantas de espinacas tras ser tratadas con pesticidas. También se han 
estimado los índices de reflectancia NDVI y Macc01 de las plantas tratadas. Los 
resultados muestran que a pesar que los métodos HPCIM y NDVI muestran la 
misma tendencia, los indicadores de reflectancia no son capaces de estimar 
correctamente el contenido real de clorofila a. Sin embargo, el método HPCIM sí 
es capaz de realizar esta estimación, convirtiéndose en una mejor alternativa para 
la determinación de los índices de vegetación.  
Los resultados obtenidos demuestran que el método HPCIM puede ser una 
buena herramienta para estimar el contenido real de clorofila a y conocer así el 
estado de salud de la planta. El método HPCIM propuesto puede ser una 















4.2.2.6 Estudio de la capacidad de extracción de TEOS-MTEOS modificado 
con NPs de CuO en HILIC-IT-SPME-NanoLC-DAD para la determinación de 
triptófano y tirosina 
Se ha desarrollado un procedimiento de IT-SPME acoplado a NanoLC-DAD 
para la determinación de triptófano y tirosina empleando HILIC para la separación 
cromatográfica de los analitos. Se ha seleccionado una columna ZIC®-HILIC, cuya 
fase estacionaria consiste en grupos zwitterión tipo sulfobetaína anclados 
covalentemente a partículas de sílice.  
Condiciones cromatográficas 
En este trabajo se utilizó como fase móvil una mezcla de acetonitrilo y 
disolución tampón de acetato de amonio 20 mM de pH 6.8. De los diferentes 
gradientes estudiados, la mejor resolución cromatográfica se obtuvo con el 
gradiente descrito en la Sección 3.51. El flujo de fase móvil se incrementó de 0.5 
µL min-1 a 0.7 µL min-1 a lo largo del análisis, a fin de obtener picos más estrechos, 
y para reducir los tiempos de elución y acondicionamiento de la columna.  
Para mejorar el perfil de pico también se optimizó el tiempo que la fase móvil 
pasa a través de la fase de extracción (tiempo de desorción). En este caso, el 
tiempo de desorción óptimo fue 2 min. Para tiempos superiores se empeoraba el 
perfil de los picos cromatográficos y no se observaba un incremento de las áreas. 
Por otro lado, para tiempos inferiores a 2 min las áreas de pico disminuían. 
La precisión en los tiempos de retención también fue estimada procesando 
por triplicado una disolución patrón con una mezcla de triptófano y tirosina de 
concentración 1 µg mL-1 y 3 µg mL-1, respectivamente. La RSD obtenida fue 



















Condiciones de la IT-SPME 
La selección de la fase de extracción se llevó a cabo teniendo en cuenta la 
estructura y polaridad de los analitos. Tanto el triptófano como la tirosina son 
compuestos muy polares (log Kow = -1.06 y -2.26, respectivamente), y ambos 
compuestos tienen una estructura aromática. Par ello se seleccionó como fase de 
extracción para IT-SPME un polímero TEOS-MTEOS modificado con NPs de CuO, 
de acuerdo a los resultados obtenidos en la Sección 4.2.2.3. 
Se optimizó el volumen de muestra procesada por el sistema. Para ello, se 
ensayaron diferentes volúmenes de una disolución patrón que contenía 0.5 µg 
mL-1 de triptófano y 1 µg mL-1 de tirosina. En la Figura 70 se muestra la variación 
de la señal analítica en función del volumen de muestra procesado. Esta figura 
muestra que para ambos compuestos la mayor señal analítica se obtuvo cuando 
se procesaron 100 µL de muestra; por tanto se seleccionó este valor como el 
volumen de muestra óptimo. 
 
Figura 70. Áreas de pico obtenidas al procesar diferentes volúmenes de disolución patrón 






















Los parámetros analíticos más relevantes se establecieron procesando 
disoluciones conteniendo una mezcla de ambos aminoácidos. En la Tabla 46, se 
muestran las ecuaciones de calibrado, y los LODs y LOQs obtenidos para cada 
analito bajo las condiciones seleccionadas. Los LODs y LOQs se establecieron 
como en los apartados anteriores. Los resultados fueron satisfactorios en el 
intervalo de trabajo de 0.3 a 5 µg mL-1 para el triptófano, y 1 a 7 µg mL-1 para la 
tirosina. 
Tabla 46. Parámetros analíticos obtenidos mediante el método HILIC-IT-SPME-NanoLC-
DAD propuesto. 
Analito 
Recta de calibrado 











Triptófano -21 ± 10 2115 ± 3 0.999 0.1 0.3 2.7 9.2 
Tirosina -30 ± 30 91 ± 6 0.992 0.3 1 3.0 8.0 
* n=3 
La precisión del método propuesto se expresó como RSD (%) para una 
disolución patrón que contenía 0.5 µg mL-1 de triptófano y 1 µg mL-1 de tirosina. 
Como se puede observar en la Tabla 46, la RSD intra-día es menor del 3 % y la RSD 
inter-día es menor del 9 % (n= 3). Por tanto, se puede considerar que la precisión 
obtenida es adecuada. Estos resultados indican que el método propuesto es 
adecuado para la cuantificación de ambos aminoácidos a concentraciones de unos 
pocos µg mL-1. 
Estudio de procedimiento de hidrólisis de la ovoalbúmina 
Para estudiar el procedimiento de hidrólisis (Sección 3.3.1) en primer lugar se 
optimizaron las condiciones para determinar el contenido de esta proteína 














El método de absorción se basa en la medida directa de la absorbancia de las 
disoluciones de proteína a 280 nm (Chang & Zhang, 2017).  Como se puede ver en 
la Figura 71A, la señal obtenida a 280 nm para una disolución de 100 µg mL-1 de 
ovoalbúmina es idéntica a la obtenida para una disolución que contenía una 
mezcla triptófano y tirosina a la concentración estequiométrica equivalente a la 
de proteína. Por tanto, se concluyó que la absorción de la proteína a 280 nm solo 
dependía de la absorbancia del triptófano y de la tirosina. 
 
Figura 71. Espectros de absorción de A) una disolución de ovoalbúmina de concentración 
100 µg mL-1 (amarillo) y una mezcla de triptófano y tirosina (azul); B) la misma disolución 
de ovoalbúmina a pH básico (morado) y neutro (gris). 
 
 
Por otro lado, se estudió la influencia del pH de la muestra en la respuesta 
analítica a fin de evaluar su posible incidencia en la medida de la absorbancia, y 
teniendo en cuenta que el pH de las muestras se encontraba entre 7 y 13. En la 
Figura 71B, se muestran los espectros de absorción obtenidos para una disolución 
de 200 µg mL-1 de ovoalbúmina a pH 7 y a pH 13. Como se puede observar, en 
medio básico el máximo de absorción se desplaza hasta los 288 nm, lo que puede 
ser explicado por los cambios que se producen en la estructura electrónica de los 
aminoácidos (Miyamoto & Homma, 2018). En medio básico los grupos carboxilo 
de la proteína se encuentran desprotonados, lo cual incrementa la deslocalización 
electrónica y el máximo de absorción se desplaza de 280 nm a 288 nm; no 
obstante, el valor de absorbancia a 280 nm no se modifica (Figura 71B). Por tanto, 
se concluyó que la señal a 280 nm no se veía sustancialmente afectada por el pH 














Se seleccionó 280 nm como la longitud de onda óptima para la determinación 
de ovoalbúmina observándose un comportamiento lineal de la señal analítica en 
función de la concentración de proteína en el rango de 100 µg mL-1 a 500 µg mL-1. 
El LOD fue de 30 µg mL-1 y el LOQ de 100 µg mL-1. En la Tabla 47 se muestran los 
parámetros analíticos obtenidos para la determinación de ovoalbúmina mediante 
absorbancia.  





Recta de calibrado 




a ± sa b ± sb R2 
Absorbancia 100 – 500 (14 ± 2 )·10-3 (688 ± 6) 10-6 0.9997 30 100 
Fluorescencia 2.5 - 50 0.28 ± 0.06 0.040 ± 0.002 0.998 1 2.5 
 
Finalmente se evaluó el posible efecto matriz fortificando algunas de las 
muestras de agua de lavado con ovoalbúmina a un nivel de concentración de 100 
µg mL-1. Las recuperaciones se calcularon a partir de la relación entre la señal 
analítica de la muestra fortificada y la señal obtenida para una disolución patrón 
de ovoalbúmina con la misma concentración. Las recuperaciones obtenidas se 
encuentran en el rango de 87 % a 110 %. Por tanto, se pudo concluir que la 
determinación de ovoalbúmina en muestras de agua de lavado no estaba 
afectada por la matriz. 
Para la optimización del método de fluorescencia se llevó a cabo un estudio 
previo a fin de seleccionar la longitud de onda óptima tanto de excitación como 
de emisión. A pesar que la intensidad de fluorescencia es mayor cuando se excita 
a 220 nm, se obtuvo mayor sensibilidad empleando 280 nm como longitud de 
onda de excitación, puesto que a esta longitud de onda el espectro de emisión 
estaba afectado de menor ruido. Se seleccionaron como longitudes de onda 














La influencia del pH en la fluorescencia también fue estudiada. Se observó 
que en medio básico (pH =13) la señal decrecía y el máximo de emisión se 
desplazaba a mayores longitudes de onda (384 nm). En la Figura 72, se muestran 
los espectros de emisión obtenidos para una disolución patrón de concentración 
10 µg mL-1 de ovoalbúmina a pHs 7 y 13. Estos resultados pueden explicarse 
atendiendo a los cambios que tienen lugar en la estructura química de la proteína. 
Por tanto, los resultados obtenidos indican que el pH influye significativamente en 
la determinación de ovoalbúmina por fluorescencia, siendo necesario ajustarlo 
previamente. 
 
Figura 72. Espectro de emisión para una disolución de ovoalbúmina de 10 µg mL-1 a pHs 7 
(amarillo) y 13 (azul). 
 
Los parámetros analíticos obtenidos en la determinación fluorimétrica de 
ovoalbúmina a pH 13 se muestran en la Tabla 47. El LOD fue 1 µg mL-1  y el LOQ 
fue 2.5 µg mL-1. Como se puede observar en la Tabla 47, la sensibilidad del 
método de absorción es peor que la obtenida para el método de fluorescencia; no 
obstante, ambos métodos son lo suficientemente sensibles para la determinación 
de ovoalbúmina en las muestras. 
Para el seguimiento de la hidrólisis se aplicó el método cromatográfico 
previamente desarrollado, puesto que los procedimientos espectrofotométricos 
no son capaces de diferenciar entre la señal debida a la ovoalbúmina y la señal del 
triptófano y la tirosina libres. La concentración de ambos aminoácidos libres 














En primer lugar se sometió a hidrólisis una disolución patrón de 100 µg mL-1 
de ovoalbúmina y se procesó por el sistema IT-SPME-NanoLC-DAD, no 
observándose señal ni para el triptófano ni para la tirosina, lo que se atribuyó a la 
degradación térmica de los aminoácidos. Esto fue confirmado al comparar la señal 
analítica de una disolución mezcla de ambos aminoácidos antes y después de ser 
sometida al tratamiento térmico puesto que ésta era sensiblemente menor 
después del tratamiento. A partir de los resultados obtenidos se estableció que el 
triptófano se degradaba un 88 % y la tirosina un 76 %; estos resultados son 
similares a los publicados previamente por Simonato et al., 2008 
Para calcular los porcentajes de hidrólisis se trató una muestra de agua de 
lavado y posteriormente se procesó por el sistema cromatográfico. En la Figura 73 
se muestran los cromatogramas obtenidos para una disolución patrón de 
concentración 1 µg mL-1 de triptófano y 3 µg mL-1 de tirosina, y el cromatograma 
correspondiente a una muestra de agua de lavado antes y después de la hidrólisis. 
Como se puede observar, en la muestra de agua sin hidrolizar no aparecieron los 
picos correspondientes al triptófano y la tirosina; sin embargo, estos picos sí se 
observaron cuando la muestra fue sometida al proceso de hidrólisis. 
 
Figura 73. A) Cromatogramas obtenidos a 230 nm para la muestra hidrolizada (gris), 
muestras sin hidrolizar (amarillo) y disolución patrón de 10 µg mL-1 de triptófano y 3 µg 















Las señales obtenidas para el triptófano y la tirosina se interpolaron en las 
correspondientes rectas de calibrado (Tabla 46), calculando la concentración a 
partir de los porcentajes de degradación de cada aminoácido (88 % y 76 %). 
Finalmente, la concentración de ovoalbúmina en la muestra se calculó 
considerando la relación estequiométrica del número de moléculas de cada 
aminoácido en la molécula de ovoalbúmina. La concentración de ovoalbúmina 
determinada en la muestra de agua de la primera etapa del proceso de limpieza 
fue (446± 16) µg mL-1. Comparando este resultado con el obtenido utilizando las 
técnicas espectroscópicas (Tabla 48), se estimó que el porcentaje de hidrólisis del 
procedimiento utilizado es del 60 %. Este valor es comparable con el obtenido por 
Siminoato et al. (2008) y Sánchez-Machado et al. (2008). 
Análisis de muestras 
Se utilizaron las medidas de absorbancia y fluorescencia para determinar la 
concentración de ovoalbúmina en cuatro muestras de agua de lavado procedente 
de etapas consecutivas de un proceso de limpieza industrial. Los resultados 
obtenidos se muestran en la Tabla 48. Como se puede observar la concentración 
de proteína es menor en las últimas etapas del proceso de limpieza. 
Tabla 48. Resultados obtenidos con los procedimientos espectroscópicos. 
Muestra 
[Ovoalbúmina] (µg mL-1) 
Absorbancia Fluorescencia 
Etapa 1 399 ± 15 410  ± 20 
Etapa 2 380 ± 20 381  ± 13 
Etapa 3 313  ± 12 312  ± 11 
Etapa 4 233 ± 3 250  ± 20 
 
Se empleó un análisis de regresión para comparar las concentraciones 
obtenidas por ambos métodos espectroscópicos, obteniéndose la relación: 
Fluorescencia = (15 ± 20) + (0.97 ± 0.07) Absorbancia (R2= 0.990). La pendiente es 
estadísticamente igual a 1 (texp, 95 % = 0.85; ttab, 95 % = 3.18). A partir de estos 
















Comparación con otros procedimientos 
En la Tabla 49 se comparan las características analíticas obtenidas por el 
método propuesto y por otros procedimientos descritos en le literatura para la 
determinación de triptófano y tirosina mediante LC. Como se puede observar en 
dicha tabla, los LODs obtenidos con el método propuesto son similares o 
inferiores a los obtenidos con otros procedimientos, a pesar de que estos utilizan 
detectores más sensibles. Solo dos de los procedimientos descritos en la Tabla 49 
proporcionaban mayor sensibilidad que el procedimiento propuesto. El primero, 
descrito por Themelis, Gotti & Gatti (2017), utiliza un detector de fluorescencia y 
requiere la derivatización previa de los aminoácidos con Carbamato de 6-
aminoquinolil-N-hidroxisuccinimidil (AQC), siendo un método poco recomendable 
desde el punto de vista de la QAV, puesto que la etapa de derivatización 
incrementa el tiempo de análisis, el consumo de disolventes y los residuos 
generados. El segundo desarrollado por Qi y colaboradores (Qi et al., 2015) 
requiere de un detector de MS/MS para la identificación de triptófano y tirosina. 
La utilización de un detector MS/MS incrementa la sensibilidad del 
procedimiento, pero se trata de un detector caro y con un impacto ambiental 


































































































































































































































































































































































































































































































































































En esta sección se ha descrito por primera vez un procedimiento analítico que 
combina la IT-SPME en línea con NanoLC empleando HILIC para la separación 
cromatográfica. Este procedimiento se aplicó satisfactoriamente a la separación y 
determinación de triptófano y tirosina. Esta propuesta abre la puerta al desarrollo 
de nuevos procedimientos basados en IT-SPME-HILIC-NanoLC para la 
determinación de compuestos muy polares de una manera más rápida, sensible y 
sostenible. 
Como fase de extracción se utilizó un capilar de sílice fundida recubierto de 
TEOS-MTEOS dopado con NPs de CuO. Esta fase se empleó satisfactoriamente 
para la extracción y preconcentración de compuestos polares como triazinas y 
sulfonilureas mediante IT-SPME-NanoLC en fase reversa (Sección 4.2.2.3). Los 
resultados obtenidos ponen de manifiesto que la fase TEOS-MTEOS con NPs de 
CuO también puede ser utilizada como fase de extracción cuando la separación 
cromatográfica tiene lugar en modo HILIC. Por tanto, se puede concluir que la fase 
TEOS-MTEOS dopada con NPs de CuO es un material versátil que puede ser 
utilizado como sorbente en IT-SPME acoplado a NanoLC tanto en fase reversa 
como en HILIC. 
Los parámetros analíticos obtenidos fueron satisfactorios. Los LODs fueron 
0.3 µg mL-1 para el triptófano y 1 µg mL-1 para la tirosina. Estos valores son 
satisfactorios teniendo en cuenta que la detección se realiza directamente 
mediante absorción UV-Vis sin utilizar ninguna derivatización. La RSD obtenida fue 
inferior al 10 %, indicando que se trata de un procedimiento preciso. 
El método cromatográfico propuesto permite estudiar el rendimiento de la 
hidrólisis de proteínas, ya que se puede relacionar estequiométricamente la 
cantidad de aminoácidos liberados con la concentración inicial de proteína. 
Posteriormente, se ha demostrado la idoneidad del procedimiento propuesto 
para la determinación de triptófano y tirosina liberados durante la hidrólisis de la 
ovoalbúmina, con el fin de monitorizar la concentración de esta proteína en aguas 
residuales de la industria alimentaria en las diferentes etapas del proceso de 















4.2.2.7 Synthesis and characterization of VPBA-DVB boronate affinity 
monolith as extractive phase for IT-SPME-NanoLC 
Preparation and characterization of the VPB-DB monolith capillary column 
Typically, the extraction performance and life-time of monolith-based 
sorbents are affected by the content of monomer, cross-linker and porogenic 
solvent used to prepare the polymer. The polymerization time and temperature 
are parameters that can also influence the structure of the monolith. For these 
reasons, such parameters have been studied and optimized during the study 
aimed at preparing the new extractive columns. Table 50 shows the compositions 
of the polymerization mixtures tested for preparing the columns as well as their 
permeability. The permeability was measured for 15 cm length capillaries using 
water as mobile phase.   
First, the ratio of VPB to DVB in the mixture of monomers was evaluated. As it 
can be seen in Table 50, the permeability was lower for columns with lower 
content of DVB which resulted in unsuitable columns for IT-SPME. SEM 
micrographs of the synthetized polymers showed that under conditions used for 
preparing column 2, a full capillary was obtained (Figure 74A). However, when 
conditions were those used for preparing column 1 a coating was obtained (Figure 
74B). 
 





































































































































































































































































































































































































































































































































The temperature of con-condensation is a key factor in the formation of the 
pores and the skeleton of monoliths; thus, the reaction temperature was 
optimized for a ratio VPB/DVB of 20:80 (w/w) (Table 50). The results showed that 
when the polymerization temperature was increased from 50 °C to 70 °C (columns 
2 and 3) and for a reaction time of 1 h, the permeability did not change 
significantly. However, as can be seen in Figure 75, the monolith synthetized at 70 
°C (column 3) was not homogenous. In addition, as it can be seen in Figure 74D, 
the morphology of the monoliths of columns 2 and 3 were different. Column 2 
exhibited a surface area higher than that of column 3. On the other hand, when 
the polymerization time was increased (columns 2, 4 and 6), we observed that the 
permeability decreased. Optic microscope images showed the formation of a 
compact polymer after 6 and 18 h of polymerization (Figure 75).  
 
Figure 75. Images obtained by optic microscopy for A) column 2; B) column 3; C) column 4; 
D) columns 6; E) columns 7; F) column 9. 
 
Next, the effect of the porogenic solvent was studied. The porogenic solvent 
plays an important role in dissolving both, monomers and initiators, in order to 
produce a homogeneous solution prior to the polymerization. They also 
determine the pore structure and permeability of the polymer. DMSO and 
dodecanal were tested but non permeable monoliths were obtained (Table 50, 
columns 7 and 8). However, a good permeability was achieved when using as a 














Finally, the ratio between the monomer mixture and porogenic solution was 
tested. No differences were observed in the monolithic permeability at the 
studied ratios (Table 50, columns 2 and 9). Both monoliths were homogeneous, 
(Fig 75) and the SEM micrographies showed that the morphology in both cases 
was similar (Figure 74 D and E). It was concluded that the capillary columns 2 and 
9 were the best options to be used for IT-SPME.  
Extraction performance 
Next, we studied the extraction capability of the selected phases (columns 2 
and 9) for some pesticides: iodosulfuron-methyl, tritosulfuron, metribuzin, 
tribenuron-methyl, desethyl-terbuthylazine, terbuthylazine, irgarol®-1051, 
fenthion, fenitrothion and bifenox.  This study was carried out by processing 500 
µL of aqueous solution of the pesticides in each of the selected columns. Figure 76 
shows the analytical signals obtained with the VPBA-co-DVB monolith and with 
coated capillaries TEOS-MTEOS-TiO2. As it can be seen, the VPBA-co-DVB phase 
provided better results than the TEOS-MTEOS-TiO2 phase for the most polar 
analytes. 
 
Figure 76. Peak area obtained using TEOS-MTEOS-TiO2 (blue), column 2 (yellow) and, 
column 9 (gray) as extractive phase for  500 µL of stock solutions of iodosulfuron-methyl 
(20 µg L-1), tribenuron-methyl, fenthion, fenitrothion and bifenox (10 µg L-1), tritosulfuron 
(5 µg L-1), desethyl-terbuthylazine (1 µg L-1) and metribuzine, terbuthylazine and irgarol®-















A VPBA-co-DVB extraction phase could interact with the analytes by 
hydrophobic interaction (π-π), hydrogen bounding or Lewis acid-base interactions. 
In this case, all the tested analytes have a similar structure, and then, hydrophobic 
interactions are not expected to introduce significant differences (Espina-Benítez 
et al., 2017). The acid Lewis character of the boronic ligand allows strong 
integration with analytes with donor atoms such as N, I or F. This affinity could be 
responsible of the high extraction rate of tritosulfuron and iodosulfuron-methyl-
sodium in relation with the same structure without donor atoms as in the 
molecule of tribenuron-methyl (Figure 76). This kind of interaction can also 
explain the strong retention of iodosulfuron-methyl because of its negative 
charge. Fenthion and fenitrothion have donor groups (nitro, thioether and P=S) 
that can interact with boronic atom, thus enhancing the extraction rate.  
On the other hand, hydrogen bonding interactions between the analytes and 
boronic phase contribute to increase the adsorption capacity (Zhang, Cheng, Li 
and Xiao, 2015). As can be seen in Figure 76, when using the VPBA-co-DVB phase 
signals were about 24 and 5.2 times higher than those achieved with TEOS-
MTEOS-TiO2 phase for desethyl-terbuthylazine and terbuthylazine, respectively. 
These results indicate that the presence of NH2 groups increases the extraction 
capacity. 
Irgarol®-1051 and fenthion were the only analytes for which the TEOS-
MTEOS-TiO2 extraction phase provided a higher signal. Probably, this is due to the 
fact that the main interactions between the analytes and extractive phase are 
hydrophobic, as they are rather apolar (log Kow = 3.10, and, 4.0, respectively). In 
spite of the low polarity of fenitrothion and bifenox the signals observed for these 
compounds were higher with VPBA-co-DVB phase because they have a nitro 
functional group that can interact with boronic groups through acid-base Lewis 
interaction.  
As can be seen in Table 50, differences on the permeability and on the 
structure (Fig 74) between column 2 and column 9 were not observed, but the 
analytical signals obtained were substantially different (Fig. 76). These results 
could be explained by the arrangement of the monomers in the polymeric matrix. 
The DVB to VPBA monomers ratio was probably lower in column 2 than in column 
9. Then, the active sites for specific interactions of boronic ligand are lower in 
column 9, enhancing π-π interactions. Thus, column 9 provided higher signal for 














Pure water was assayed in order to check background peaks with the two 
columns tested. Figure 77 shows the chromatograms obtained when processing of 
500 µL nanopure water using columns 2 and 9 as extractive phases (both 15 cm 
length). The figure shows that the background observed with column 9 was lower 
than that achieved with column 2. With the latter column only three minor peaks 
were observed probably due to compounds present at trace level in the nanopure 
water. In contrast, several intense peaks were found with column 2. Although the 
analytical signals using capillary column 2 were higher than those obtained with 
column 9, the sensibility reached with column 9 was enough for environmental 
analysis. Therefore, column 9 was selected as extractive phase for IT-SPME. 
 
Figure 77. Chromatograms obtained at 230 nm when processing 500 µL of water using 
column 2 (blue) and column 9 (yellow) for IT-SPME.  
 
IT-SPME optimization 
In the next stage we established the optimal parameters for the IT-SPME, as 
the extraction efficiency was affected by working conditions such as the volume of 
sample processed and length of the column.  
Firstly, the effect of the length of the column was studied. For this purpose 
500 µL of a solution of the target compounds were processed in capillary columns 
of 10, 12 and 15 cm length. Columns with less 10 cm of length were not tested 
because they could not be connected to the valve ports, whereas poor peak 
profiles were obtained when capillary columns longer than 15 cm were used. No 














Next, the effect of the sample volume was evaluated. In this study, increasing 
volumes of stock solutions of the target compounds were processed using a 
column of 10 cm length. The analytical responses obtained for the processed 
volumes are shown in Figure 78A. As it can be seen, the peak areas increased with 
the sample volume within the tested range.  
Figure 78B shows the chromatograms obtained at 230 nm when 0.5 and 2 mL 
of stock solution of 5 µg L-1 of tribenuron-methyl, fenthion and fenamiphos and 1 
µg L-1 of TBA were processed. As it can be seen, the analytical signal increased 
when 2 mL of sample were assayed, but the chromatographic resolution 
decreased because the impurities were also preconcentrated. Consequently, 500 
µL were selected as optimum sample volume.  
 
Figure 78. A) Variation of peaks areas with the sample volume for solutions of 10 µg L-1 of 
metribuzin (blue) and irgarol®-1051 (gray), 50 µg L-1 of iodosulfuron-methyl (yellow) and 
tritosulfuron (purple) and 1 µg L-1 of desethyl-terbuthylazine (green); B) Chromatograms 
obtained at 230 nm when processing 500 µL (blue) and 2 mL (yellow) of stock solution of 1 






















The column-to-column precision was evaluated by calculating the RSD for 
extraction of the target compounds. The precision achieved was suitable for intra-
synthesis (<10 %) and inter-synthesis (<15 %). These results proved that the 
synthesis of the VPBA-co-DVB polymer was reliable and reproducible. Moreover, 
the prepared monolith showed a good stability. The LODs and LOQs obtained for 
the compounds assayed are listed in Table 51. 
Table 51. LODs obtained by using as extractive phase VPBA-DVB and TEOS-MTEOS doped 
with TiO2 and SiO2 NPs polymers. 
Compound 
LOD (µg L-1) 
VPBA-DVB TEOS-MTEOS-TiO2 TEOS-MTEOS-CuO 
Iodosulfuron-methyl 0.1 2 2.5 
Tritosulfuron 0.25 1 1 
Tribenuron-methyl 0.2 0.5 0.5 
Metribuzin 0.2 0.75 0.5 
Desethyl-terbuthylazine 0.1 0.5 0.2 
Terbuthylazine 0.02 0.04 0.05 
Irgarol®-1051 0.15 0.03 0.1 
Fenitrothion 0.2 0.5 - 
Fenthion 0.6 0.1 - 
Bifenox 0.3 0.3 - 
 
As can be seen from Table 51, the LODs obtained with VPBA-DVB phase were 
lower than those achieved with the TEOS-MTEOS phase doped with TiO2 and CuO 
NPs. The improvement is more intense for the most polar compounds. For 
example, the LOD for iodosulfuron-methyl is 20 times lower with VPBA-DVB phase 
than with the TEOS-MTEOS-TiO2 because this phase could interact more strongly 
with the analyte through hydrophilic interactions. However, the TEOS-MTEOS-TiO2 
provides higher extraction capacity for the less polar compounds such as irgarol®-
1051 and fenthion. Therefore, the VPBA-DVB phase is the best option for IT-SPME 

















Poly(4-vinylphenylboronic acid-co-divinylbenzene) monolith capillary columns 
were synthetized successfully inside a silica capillary with 75 µm of d.i. These 
columns have been used for IT-SPME coupled to NanoLC for the analysis the 
pesticides iodosulfuron-methyl-sodium, tritosulfuron, tribenuron-methyl, 
metribuzin, desethyl-terbuthylazine, terbuthylazine, irgarol®-1051, fenitrothion, 
fenthion and bifenox. 
The extraction efficiencies obtained by using the new monolithic column 
were higher than those achieved with TEOS-MTEOS-TiO2 phase for the most polar 
analytes. It has been estimated that the proposed phase provides analytical 
signals between 4 and 18 times higher than those attained with the TEOS-MTEOS-
TiO2 phase for such compounds. The main interactions involved were π-π, 
hydrogen bounding and Lewis acid-base interaction. Satisfactory sensitivity was 














4.3 SPME FUERA DE LÍNEA 
En este apartado se muestran los resultados obtenidos en dos 
procedimientos que emplean IT-SPME y MEPS fuera de línea. Ambos 
procedimientos se han desarrollado para la determinación de QACs en muestras 
de agua residuales procedentes de la industria alimentaria.  
En primer lugar se desarrolló un procedimiento basado en la influencia de los 
QACs en la absorbancia del complejo coloreado CAS-Al(III). Con dicho 
procedimiento se pudo cuantificar la cantidad de QACs presentes directamente en 
la disolución o empleando un hisopo de algodón para muestrear tanto en 
muestras acuosas como en superficies. Con el fin de incrementar la sensibilidad 
del procedimiento desarrollado se propone la utilización de IT-SPME fuera de 
línea para preconcentrar los compuestos de interés. 
Por otro lado, se ha desarrollado un dispositivo basado en MEPS que utiliza 
como material sorbente cenizas de café, posibilitando la determinación de BAC en 
muestras de agua residual sin necesidad de derivatizar. La utilización de 
materiales residuales para otros fines es una opción muy interesante desde el 
punto de vista de la sostenibilidad, puesto que convierten residuos en materiales 
útiles. No obstante, la utilización de residuos como sorbentes requiere de una 
exhaustiva caracterización. Con esa perspectiva se ha simplificado el método de 
referencia para la determinación de hierro en cenizas de alimentos                     















4.3.1. IT-SPME para la determinación de QACs 
A continuación, se describe el estudio realizado para el desarrollo de un 
procedimiento in-situ que permite la rápida determinación de restos de QACs en 
superficies y en aguas residuales de la industria alimentaria. Como continuación 
del estudio anterior se empleó IT-SPME fuera de línea como técnica de 
preconcentración de QACs en muestras de agua residual a fin de mejorar la 
sensibilidad. 
Interacción entre los QACs y la celulosa 
La celulosa es un biopolímero formado exclusivamente por moléculas de 
glucosa unidas entre sí por un enlace β-1,4-O-glucosídico (Figura 79A). Los grupos 
hidroxilo de las moléculas de glucosa están disponibles para interaccionar entre sí 
dando lugar a estructuras con un alto grado de polimerización como el algodón. 
Las fibras naturales de celulosa están cargadas negativamente debido a la 
presencia de grupos carboxilo e hidroxilo. En medio acuoso, estos grupos 
interaccionan con especies aceptoras de electrones a través de interacciones 
electroestáticas y de tipo puente de hidrógeno (Janhot et al., 2004; Kaewsprasit et 
al., 1998). Los compuestos cargados positivamente como los QACs son especies 
aceptoras de electrones (Figura 79B). 
 
Figura 79. A) Estructura de la celulosa; B) representación de las interacciones entre la 
celulosa y los QACs (R1R2R3R4N+) 
 
Teniendo en cuenta la interacción entre la celulosa y los compuestos 
cargados positivamente, se estudió la posibilidad de utilizar dos soportes de 
celulosa, tiras de papel e hisopos de algodón, como medio para la toma de 














Para ello se partió del procedimiento descrito por Afkhami et al. (2011), el 
cual se basa en la influencia de los QACs sobre la absorbancia del complejo CAS-
Al(III). En primer lugar se estudió la reacción en disolución. Para ello, se 
prepararon disoluciones del reactivo derivatizante (CAS-Al) en tampón acetato 
0.01 M de pH 5.4, tomando las concentraciones propuestas por Afkhami et al. 
(2011), 10-4 de CAS y 1 mg L-1 de la disolución de Al(III) preparada a partir de 
KAl(SO4)·12H2O. Seguidamente, se midió el espectro de absorción de las 
disoluciones patrón del QAC DDAC en el intervalo de concentraciones que va de 
3.62 a 36,2 mg L-1. Bajo las condiciones de trabajo, la disolución con el reactivo 
CAS-Al es de color rojo con un máximo de absorción a 586 nm. En presencia de 
DDAC se produce un desplazamiento del máximo de absorción del complejo, con 
un punto isosbéstico a 598 nm (Figura 80A). 
Los ensayos con los soportes de papel y algodón fueron llevados a cabo 
sumergiéndolos sucesivamente durante un tiempo determinado en la disolución 
patrón de DDAC, en la disolución de reactivo derivatizantes CAS-Al, y finalmente 
en agua (Sección 3.5.4). En ambos soportes se observó el color azul 
correspondiente a la formación del complejo ternario, pero a bajas 
concentraciones de DDAC no se apreciaba claramente la formación del complejo 
azulado, pues predominaba el rojo del reactivo CAS-Al. No obstante, si se 
sumergía el soporte con el derivado formado en agua, el exceso de reactivo 
pasaba a la disolución mientras que el complejo azul permanecía en el soporte. 
Esta observación confirmó la alta afinidad del DDAC por la celulosa. Cabe 
mencionar que, en el caso de los hisopos de algodón, solo se observó el color azul 
solo sobre la superficie externa del algodón.   
Por otra parte, no se observó variación en la intensidad de la absorbancia 
cuando se procesaron disoluciones con una concentración de DDAC mayor a 36.2 
mg L-1. Esto sugiere que el número de sitios activos de la superficie del algodón es 
limitado. A similar conclusión llegó Kaewprasit et al., (1998) al estudiar las 


















Figura 80. Espectros de absorción obtenidos para A) una disolución de CAS-Al (azul) y CAS-
Al en presencia de 3.62 mg L-1 (amarillo) y 9.05 mg L-1 (gris) de DDAC; B) disolución patrón 
de DDAC de concentración 36.2 mg L-1procesada por el método de papel (morado) e hisopo 
de algodón (verde). 
 
Selección del soporte 
Se estudió a continuación qué soporte ofrecía mejores resultados, papel o 
algodón. Para ello, se midió la absorbancia por reflectancia difusa de ambos 
soportes tras sumergirlos en disoluciones patrón de DDAC según el protocolo 
descrito en el la Sección 3.5.4. 
Con ambos soportes se observó la formación del complejo azulado hasta una 
concentración de 3.62 mg L-1 DDAC, con un máximo de absorción a 626 nm. Como 
se puede observar en la Figura 80B, la intensidad de la señal fue mayor cuando se 
utilizó algodón.  
Se observó una respuesta lineal en el intervalo de concentraciones de DDAC 
de 3.62 a 36.2 mg L-1 para ambos soportes. Las rectas de calibrado obtenidas 
fueron: A = -0.009 + 0.00424 C (R2 = 0.996) y A = 0.19 + 0.0157 C (R2 = 0.996) 
utilizando como soporte papel y algodón, respectivamente (n = 6), donde A es la 
absorbancia y C la concentración de DDAC en mg L-1. A partir de los resultados 


















Selección de las condiciones de trabajo 
 Seguidamente se optimizaron las condiciones de derivatización y muestreo, 
utilizando una disolución patrón de DDAC de 18.1 mg L-1. En primer lugar, se 
estudió cómo influía el tiempo de muestreo en la absorbancia a 598 nm, 
empleando un tiempo de reacción y de lavado de 2 min. Los resultados obtenidos 
se muestran en la Figura 81A. Como se puede observar, después de 5 min de 
muestreo se obtuvo la máxima señal la cual no variaba significativamente para 
tiempos mayores; se tomó como tiempo óptimo de muestreo 5 min. A 
continuación, se optimizó el tiempo de reacción, obteniéndose 5 min como valor 
óptimo (Figura 81B). Adicionalmente se estudió el efecto de aumentar la cantidad 
de agente derivatizante o el tiempo de lavado, pero no se obtuvo una mejora 
significativa de la señal. 
Por otro lado, se estudió la influencia del volumen de muestra en el rango de 
0.5 a 25 mL, obteniéndose respuestas similares para todos los volúmenes. Cabe 
destacar que los resultados obtenidos cuando se trabajó con 0.5 mL de muestra 
fueron peores en términos de precisión, dado que la distribución del complejo 
azul por la superficie del algodón no era homogénea. Se concluyó que el volumen 
de muestra no era un parámetro crítico. Ello supone una clara ventaja, ya que el 
método propuesto podría utilizarse fácilmente en el análisis de campo sin 
necesidad de medir el volumen de muestra. 
 
Figura 81. Influencia en la absorbancia de los parámetros: A) tiempo de muestreo; B) 
tiempo de reacción; C) estabilidad en el tiempo medidas para una disolución patrón de 















Finalmente se estudió la estabilidad del complejo formado, es decir, el 
tiempo que puede pasar desde que se forma el complejo hasta que se realiza la 
medida. Para ello se muestreó con varios hisopos una disolución de DDAC de 
concentración 18.1 mg L-1, y se midió la absorbancia en un periodo de 6 horas 
desde la etapa de lavado. Durante este estudio, los hisopos estuvieron expuestos 
a condiciones ambientales, por tanto se asumió una disminución del porcentaje 
de humedad del algodón a lo largo del estudio. Los resultados obtenidos se 
muestran en la Figura 81C. Se observó que la absorbancia no variaba 
significativamente a lo largo del tiempo, es decir, el porcentaje de humedad no 
afecta a la absorbancia y el complejo formado era estable al menos 6 horas 
después de la derivatización. 
Para calcular la cantidad de DDAC extraído con las condiciones de trabajo 
propuestas se compararon la señal analítica obtenida para diferentes disoluciones 
patrón de DDAC en el intervalo de 3.62 mg L-1 y 136.2 mg L-1, y la señal obtenida 
para estas mismas disoluciones después de extraer el analito con un hisopo de 
algodón. El porcentaje de DDAC extraído se calculó como la relación entre las 
pendientes de las rectas de calibrado obtenidas para la muestra directamente 
derivatizada y la muestra derivatizada después de introducir los hisopos de 
algodón. Los valores obtenidos fueron 0.0499 L mg-1 y 0.0115 L mg-1, 
respectivamente. Por tanto, el porcentaje de extracción para el DDAC resultó ser 
del 77 %. 
De acuerdo con los resultados obtenidos, las condiciones óptimas para el 
análisis con los hisopos de algodón fueron las siguientes. En primer lugar se 
sumerge el hisopo en 1 mL de muestra durante 5 min, y a continuación, en 1 mL 
de la disolución derivatizante durante otros 5 min. Finalmente se elimina el 
exceso de reactivo sumergiendo el hisopo durante 2 min en 1 mL de agua 
nanopura. Este procedimiento se siguió para la determinación de los QACs DDAC, 
BAC y DOAC. Los espectros obtenidos para estos tres compuestos en la superficie 















Figura 82. Espectros de absorción UV para: A) una disolución de 18.4 mg L-1 de BAC (gris), 
18.1 mg L-1 de DDAC (amarillo) y 15.3 mg L-1 de DOAC (azul); B) diferentes disoluciones 
patrón de DDAC; C) imágenes de los hisopos medidos en B; D) representación de la carta 
de colores. Concentraciones: P0 blanco, P1 3.62 mg L-1, P2 9.05 mg L-1, P3 18.1 mg L-1, P4 
27.2 mg L-1y P5 36.2 mg L-1. 
 
Parámetros analíticos 
Se estudió la linealidad, la precisión, la exactitud y la incertidumbre a dos 
niveles de concentración, así como la sensibilidad y selectividad en presencia de 
potenciales interferentes. También se estudió la respuesta obtenida para mezclas 
de diferentes QACs. 
Los intervalos de concentración para los que la señal depende linealmente de 
la concentración, los parámetros de las rectas de calibrado y los LODs y LOQs se 
muestran en la Tabla 52. Como se puede observar, se obtuvo una linealidad 
satisfactoria en el intervalo de trabajo. Como ejemplo ilustrativo, en la Figura 82B 
se han representado los espectros de absorción obtenidos para diferentes 
disoluciones patrón de DDAC, y en la Figura 82C se muestra una fotografía de los 
correspondientes hisopos. Cabe mencionar que el método propuesto permite la 
estimación visual de forma semicuantitativa de la concentración de QACs por 






































































































































































































































































































































































































































Para facilitar la comparación de las respuestas obtenidas para los tres 
compuestos estudiados se recalcularon las rectas de calibrado expresando la 
concentración en molaridad. La molaridad del BAC se calculó teniendo en cuenta 
la abundancia de los diferentes compuestos homólogos en la disolución patrón. 
Las pendientes de las rectas de calibrado fueron (8100 ± 200), (7300 ± 300) y 
(7800 ± 400) L mol-1 para DDAC, BAC y DOAC, respectivamente. Estos resultados 
muestran que no solo los espectros de absorción de los tres compuestos son 
similares (Figura 82A) sino que también las pendientes de las rectas de calibrado 
expresadas en molaridad son equivalentes. Esto coincide con los resultados 
publicados previamente (Afkhami et al., 2011; Ensafi, Hemmateenejad & 
Barzegar, 2009). Por tanto, el método propuesto puede ser considerado como un 
método para estimar la concentración total de QACs.  
Con el fin de estudiar las posibles variaciones en la respuesta analítica según 
la proporción de cada QACs en una mezcla de éstos, se prepararon disoluciones 
con diferentes mezclas de los analitos (Tabla 53) y se compararon las absorbancias 
obtenidas para cada disolución mezcla con la suma de señal obtenida para 
disoluciones patrón de cada analito por separado a la misma concentración. Como 
se puede observar en la Tabla 53, los resultados obtenidos mostraron que las 
diferencias entre la señal de las mezclas y la suma de las señales por separado 
fueron del mismo orden que las obtenidas entre réplicas de la misma disolución (n 
= 6). 
Tabla 53. Diferencias entre la absorbancia medidas para una disolución mezcla de QACs y 
la medida para disoluciones individuales (n = 6). 
Composición de la mezcla Relación de señales1 
3.62 mg L-1 de DDAC + 17.72 mg L-1 de BAC -6 
14.5 mg L-1 de DDAC + 3.68 mg L-1 de BAC +14 
7.24 mg L-1 de DDAC + 7.36 mg L-1 de BAC -15 
9.1 mg L-1 de DDAC + 15.3 mg L-1 de DOAC +11 
1)  Absorbancia de la mezcla−Suma de absorbancias de la disolución individual 
Suma de absorbancias de la disolución individual 
· 100 
La precisión fue estudiada a dos niveles de concentración, obteniéndose 
valores de RSD ≤ 12 % y ≤ 19 % para la precisión intradía e interdía, 















Respecto a la exactitud del método, ésta se evaluó comparando los 
resultados con los obtenidos al aplicar el procedimiento en disolución propuesto 
por Afkhami et al. (2011). Se analizaron por ambos métodos dos disoluciones 
patrón conteniendo 9.1 y 27.2 mg L-1 de DDAC, observándose que los resultados 
proporcionados por ambos métodos eran significativamente comparables (tcalculada 
= 0.62 y 0.54; ttabulada =2.77, para un nivel de confianza del 95 %). 
La incertidumbre conjunta (U) de los resultados obtenidos con el método 
propuesto fue calculada considerando la guía EURACHEM/CITAC (Ellison et al., 
1995). Se consideró la incertidumbre asociada a la preparación de patrones (U1), a 
la recta de calibrado (U2), a la precisión (U3) y a la exactitud (U4) (Koniezczka & 
Namiesnik, 2010; Ratola et al., 2006). En la Tabla 54 se muestran los valores de 
incertidumbre expandida (k = 2) obtenidos para dos niveles de concentración. En 
la misma tabla se muestran las concentraciones obtenidas al aplicar el método 
propuesto expresadas como media de la concentración ± incertidumbre 
expandida. 
Tabla 54. Incertidumbres parciales asociadas a los resultados (expresado como desviación 
estándar relativa) para dos concentraciones de DDAC e incertidumbre combinada y 
expandida (k=2); concentraciones ± U (k=2) calculadas con el método propuesto.  
 
Nivel de concentración 
(mg L-1) 
9.1 27.2 
Incertidumbre  asociada a la preparación de patrones (U1) 0.00232 0.00232 
Incertidumbre  asociada a la recta de calibrado (U2) 0.0973 0.03381 
Incertidumbre  asociada a la precisión (U3) 0.0682 0.0860 
Incertidumbre  asociada a la exactitud (U4) 0.0311 0.0311 
Incertidumbre combinada U = (U12 + U22 + U32 + U42 )1/2 0.1228 0.0991 
Incertidumbre expandida (k = 2) (valor absoluto) 2.23 5.39 















Finalmente se evaluó la selectividad del procedimiento propuesto en 
presencia de sustancias que se pueden encontrar en residuos de la industria 
alimentaria. Un ejemplo serían los surfactantes aniónicos. En este estudió se 
seleccionó el SDS como modelo de surfactante aniónico. En la Figura 83 se 
muestra una fotografía de los hisopos después de analizar una disolución de 
concentración 18.1 mg L-1 de DDAC (Figura 83A) y otra disolución que contenía 
28.8 mg L-1 de SDS (Figura 83B). Si se comparan ambas imágenes se observa que el 
SDS no da lugar al color azul, y por tanto no interfiere. Por otro lado, se estudió si 
el NaCl y la sacarosa, dos de los principales residuos en la industria alimentaria 
(Zeng, et al. 2014a y b) interfieren en la determinación. Para ello se procesaron 
una disolución de DDAC de concentración 18.1 mg L-1 que contenía NaCl al 10 % 
(m/v) y otra con sacarosa al 10 % (m/v). No se observaron diferencias en la 
respuesta analítica respecto a la disolución patrón de DDAC. 
 
Figura 83. Imágenes de los hisopos obtenidos al muestrear: disoluciones individuales de  A) 
18.1 mg L-1 de DDAC, B) 21.6 mg L-1 de SDS, C) efluente positivo en QACs, D) efluente 
negativo en QAC; superficies de 1 cm2 de E) vidrio con 3.5 µg de DDAC y F) la misma 
superficie después de E; G) vidrio sin QACs (blanco) y superficie de vidrio fortificada con 3.6 















Para estudiar la influencia del pH se analizaron con el método propuesto dos 
disoluciones de DDAC que contenían HNO3 al 0.1 % (m/v) y NaOH al 0.1 % (m/v) 
(Moliner-Martínez et al., 2014). No se observaron diferencias significativas en la 
señal para la muestra ácida. Sin embargo, para la muestra de pH básico la señal 
obtenida era significativamente más baja. Estos resultados se pueden explicar por 
la competición entre el anión CAS y los grupos hidroxilo por interaccionar con el 
aluminio catiónico (Afkhami et al., 2011). Por tanto, antes de aplicar el 
procedimiento sería necesario neutralizar con ácido las muestras, si estas 
presentan una elevada alcalinidad. 
Aplicación a muestras de aguas de lavado 
 El método propuesto se aplicó a la determinación QACs totales en muestras 
de agua residual obtenidas en diferentes etapas del proceso de lavado de una 
industria alimentaria. El pH de las muestras se situaba en el rango de 4.0 a 6.0, por 
lo que no fue necesario un ajuste previo del pH. En la Figura 83C se muestra el 
hisopo obtenido al analizar una muestra con un contenido de QACs próximo al 
LOQ, tomando como referencia el DDAC. En la Figura 83D, se observa el hisopo de 
resultante al analizar una muestra con una concentración de QACs inferior al LOD.  
IT-SPME fuera de línea 
Con el fin de incrementar la sensibilidad del procedimiento evaluó la 
posibilidad de aplicar IT-SPME fuera de línea. Como fase de extracción se utilizó 
un segmento de 370 cm de una columna de CG comercial TRB-35. Al tratarse de 
un sistema fuera de línea, se puede utilizar una columna de extracción de mayor 
longitud con el fin de conseguir mayores factores de preconcentración, puesto 
que en este caso no existen las limitaciones asociadas al aumento de presión y el 
ensanchamiento de picos del acoplamiento a LC. 
En primer lugar se optimizó el volumen de muestra procesada. Cabe destacar 
que el procedimiento se desarrolló para muestras de agua residual, por lo que se 
consideró que el volumen de muestra disponible no estba limitado. Se observó 
que la señal analítica se incrementaba a medida que aumentaba el volumen de 
muestra procesado hasta los 10 mL. Para volúmenes superiores no se obtuvo un 















En la Figura 84 se muestra el espectro de absorción obtenido al procesar 10 
mL de una disolución patrón conteniendo 5 µg mL-1 de BAC y otra con 5 µg mL-1 de 
DDAC. Como se puede observar, la señal analítica es considerablemente mayor 
cuando se procesa la muestra por el sistema IT-SPME. Se estimó que la señal 
analítica se incrementaba aproximadamente 5.2 veces para el BAC y 4.8 veces par 
el DDAC. Los LODs obtenidos fueron 0.2 y 0.1 mg L-1 para el BAC y el DDAC, 
respectivamente. 
 
Figura 84. Espectro de absorción UV de una disolución patrón de BAC de 2.5 mg L-1 
(amarillo) y 5 mg L-1 (gris) y las disoluciones procesadas por IT-SPME de agua nanopura 
(azul), BAC 2.5 mg L-1 (morado) y DDAC 5 mg L-1 (verde). 
 
Ambos compuestos poseen una estructura molecular parecida (Figura 10) la 
cual consiste en 4 cadenas de carbono ancladas a un amonio cuaternario cargado 
positivamente; en el caso del BAC una de estas cadenas es un metilbenceno. La 
presencia del grupo aromático implica que el BAC pueda interaccionar con los 
grupos difenilo de la fase TRB-35, cosa que podría explicar la notable diferencia 




















Aplicación al análisis de superficies 
Los QACs son ampliamente utilizados como agentes de limpieza en la 
industria alimentaria, sobre todo en la higienización de superficies que están en 
contacto con alimentos (Koo et al., 2013). Por ello se evaluó la posibilidad de 
aplicar el procedimiento descrito para la determinación de restos de QACs en 
superficies. Con esta finalidad, se depositaron sobre una superficie de vidrio 10 µL 
de disoluciones patrón de DAAC de diferentes concentraciones, de manera que la 
masa de DDAC se encontraba en el rango de 0.18 a 3.62 µg. Seguidamente, se 
muestreó frotando durante 15-20 s con un hisopo de algodón, una zona de 
aproximadamente 1 cm2 alrededor de la gota de DDAC. Después del muestreo, el 
hisopo se introdujo en un tubo de vidrio que contenía 1 mL de disolución 
derivatizante, tal y como se ha descrito previamente (Sección 3.5.4). Previamente 
al muestreo, el hisopo se puso en contacto con una disolución tampón 1M de 
acetato a pH 5.4.   
Al contrario de lo observado en disolución, al muestrear superficies solo se 
observó el color azul característico del complejo formado en el extremo del 
hisopo en contacto con la superficie muestreada. En la Figura 83E puede verse el 
hisopo obtenido después de muestrear 1 cm2 de una superficie de vidrio donde 
previamente se había depositado 3.6 µg de DDAC, y en la Figura 83F se muestra el 
hisopo obtenido cuando se volvió a muestrear en la misma superficie. Como se 
puede observar, no existen diferencias significativas entre el hisopo utilizado en el 
segundo muestreo y el blanco (Figura 83G). Es decir, todo el DDAC depositado en 
la superficie de vidrio se había recogido en el primer muestreo. 
Por otro lado, la cantidad de DDAC recogido puede ser mayor si se 
incrementa el área de muestreo. En la Figura 83 (H-J) se muestran los hisopos 
después de muestrear superficies de 1, 2 y 4 cm2 de área fortificada con 3.6 µg 
cm-2 de DDAC. Los resultados obtenidos muestran que a mayor superficie 
muestreada más intenso es el color azul observado, y por tanto mayor es la 
sensibilidad. No se encontraron diferencias significativas al analizar superficies de 














Cabe destacar que la acumulación del complejo en el extremo del algodón 
mejora la sensibilidad del procedimiento, pero limita su aplicación al análisis 
cuantitativo de QACs. Por ejemplo, para una muestra de 1 cm2 el LOD para el 
DDAC visual como detector fue 0.18 µg cm-2. Sin embargo, se obtuvieron 
absorbancias similares para concentraciones de 1.8 a 3.6 µg cm-2 de DDAC. Por 
tanto, el método propuesto es una potente herramienta para la detección visual 
de residuos de QACs en superficies.  
Comparación con otros métodos 
En la Tabla 4 se muestran las principales características de los métodos 
colorimétricos publicados en la última década para la determinación de QACs 
junto con los procedimientos propuestos en este apartado. La principal novedad 
del método basado en la utilización de un hisopo de algodón frente al resto de los 
métodos incluidos en la Tabla 4 es la simplificación del proceso analítico, ya que el 
muestreo, la reacción de derivatización y la determinación/medida se realiza en el 
mismo dispositivo. Como consecuencia, la manipulación de las disoluciones se 
reduce considerablemente, simplificándose el procedimiento y disminuyendo el 
tiempo de análisis y coste del mismo. Además, se trata del procedimiento muy 
adecuado para realizar el análisis in-situ. 
Por otra parte, a diferencia de la mayoría de métodos incluidos en la Tabla 55, 
se ha estudiado la respuesta del método para mezclas de QACs, concluyendo que 
se trata de un método adecuado para la estimación del contenido total de QACs 
independientemente de su proporción en la muestra. Esto es de gran relevancia, 
ya que los métodos descritos en bibliografía para la estimación total del contenido 
de QACs requieren análisis volumétricos o técnicas instrumentales complejas y 
caras como LC-MS. 
De acuerdo con la información plasmada en la Tabla 55, la sensibilidad del 
método propuesto es comparable a la alcanzada por el resto de métodos 
colorimétricos. Únicamente el método basado en la extracción líquido-líquido con 
cloroformo proporciona un LOD significativamente menor al resto. 
Aparentemente, los métodos basados en la utilización de NPs de Ag permiten la 
rápida determinación in-situ de QACs, aunque no permiten su cuantificación. 
Además, según los propios autores, las NPs de Ag están fuertemente influenciadas 
por la presencia de aniones que frecuentemente se encuentran en aguas 







































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































Con el método propuesto la cantidad de residuos generados es mínima, ya 
que la derivatización tiene lugar en la superficie del algodón. Los residuos 
generados durante el análisis de una muestra son 1 mL de la disolución 
derivatizante, 1 mL de agua y el hisopo. Sin embargo, los procedimientos descritos 
en la bibliografía requieren grandes cantidades de muestra, reactivo derivatizante 
y disoluciones tampón; por ejemplo, en el método propuesto por Idouhar et al. 
(2004) se necesita más de 100 mL de muestra. Además, el método propuesto no 
utiliza disolventes orgánicos a diferencia de los procedimientos basados en la 
formación de pares iónicos, LC o volumetrías de dos fases.  
Finalmente, cabe destacar que se trata del primer procedimiento 
específicamente desarrollado para la determinación de QACs totales in-situ. El 
procedimiento permite la visualización de la respuesta y una estimación 
semicuantitativa de la concentración de QACs totales sin necesidad de realizar 
medidas instrumentales, simplemente por comparación con una carta de colores. 
Si se precisara de mayor exactitud, y dado que el complejo formado se mantiene 
estable al menos durante 6 horas, se puede trasportar al laboratorio para medir la 
absorbancia. Por tanto, el método propuesto puede ser considerado como una 
buena opción si se requiere una rápida respuesta, por ejemplo, para ajustar las 
condiciones operativas de un proceso de limpieza en la industria alimentaria. 
Cabe destacar que se trata de un procedimiento tan sencillo que podría ser 
realizado por personal no cualificado. 
En caso de que fuera necesario aumentar la sensibilidad podría aplicarse IT-
SPME fuera de línea. Ello permite alcanzar LODs inferiores a la mayoría de los 
procedimientos incluidos en la Tabla 55. Por tanto, se trata de una alternativa 
sencilla, rápida y sostenible para la preconcentración de este tipo de compuestos.  
La Tabla 56 resume las ventajas e inconvenientes de las diferentes técnicas 



















































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































En la bibliografía se han descrito numerosos procedimientos para la 
determinación de QACs en el laboratorio. Sin embargo, a pesar del creciente 
interés por procedimientos in-situ, los métodos propuestos para la determinación 
de QACs son muy escasos. En este trabajo se ha demostrado la posibilidad de 
utilizar hisopos de algodón como soporte para muestrear, derivatizar y medir por 
reflectancia difusa el complejo coloreado formado. Se ha desarrollado un 
procedimiento analítico que permite la rápida determinación in-situ de QACs en 
aguas de lavado de la industria alimentaria. Los parámetros analíticos obtenidos 
son satisfactorios y comparables con los descritos en la literatura para 
procedimientos basados en la determinación colorimétrica por formación de 
complejos. Para el muestreo solo hay que sumergir el hisopo en la muestra, no 
influyendo el volumen en la respuesta analítica. Después de la derivatización, la 
detección puede realizarse visualmente y con la ayuda de una carta de color se 
puede estimar la concentración de forma semicuantitativa. Si se precisa una 
mayor exactitud, el complejo puede ser medido posteriormente en el laboratorio 
ya que es estable durante 6 horas. Si se requiere de una mayor sensibilidad, 
puede utilizarse la IT-SPME fuera de línea empleando una columna TRB-35. 
Además, el procedimiento propuesto puede ser utilizado para la detección de 
QACs en superficies a niveles de concentración de mg cm-2. 
Cabe destacar que es la primera vez que se ha desarrollado un procedimiento 
específico para la determinación de QACs in-situ que puede ser de utilidad cuando 
se requiere una respuesta rápida, por ejemplo, durante la optimización de las 
condiciones operativas de limpieza en la industria. Finalmente, destacar que la 
sencillez del procedimiento permite que pueda ser aplicado por personal no 















4.3.2 Utilización de cenizas de café como sorbente para MEPS  
Como se ha mencionado anteriormente, también se ha propuesto la 
utilización de la MEPS como técnica de extracción para determinar BAC mediante 
medida espectrofotométrica directa. Como sorbente se propone la utilización de 
cenizas, concretamente cenizas de café molido. En la literatura se pueden 
encontrar diferentes estudios sobre la capacidad adsorbente de las cenizas. Este 
tipo de material se ha utilizado para la eliminación de contaminantes en matrices 
acuosas, como cationes metálicos (Chiang, Ghyselbrecht, Santos, Meesschaert & 
Martens, 2012), tintes (Mittal, Jhare, Vardhan & Mittal, 2014; Wang, Huang & Lau, 
2016) o compuestos clorados (Luo et al., 2017). 
Con el objetivo de contribuir a la caracterización de las cenizas en referencia a 
su concentración de Fe, adicionalmente al desarrollo del procedimiento de 
extracción, se ha simplificado el método de referencia para la determinación de 
hierro en cenizas procedentes de alimentos a través de la obtención de sus 
cenizas (ISO 5517-:1978, 1978). Este procedimiento se basa en la formación de un 
complejo coloreado entre el Fe(II) y la o-fenantrolina. Para que la formación del 
complejo sea cuantitativa y proporcional a la concentración se requiere de un 
control preciso del pH de la disolución obtenida a partir de las cenizas. Por ello, el 
método de referencia establece que previamente al análisis, debe realizarse una 
valoración potenciométrica con acetato de sodio hasta pH 3, y según el resultado 
obtenido se debe añadir a la muestra una determinada cantidad de acetato de 
sodio para corregir el pH. El procedimiento desarrollado en el presente trabajo 
propone eliminar la valoración potenciométrica y utilizar el indicador ácido/base 
2-nitrofenol para ajustar el pH in-situ. Con ello se consigue simplificar el 
procedimiento experimental, y reducir el tiempo de análisis, consumo de muestra 



















Optimización del procedimiento de extracción 
En primer lugar se obtuvieron las cenizas inorgánicas a partir de café molido. 
Para ello se trató el café a 550 °C en una mufla (Ver Sección 3.5.5). Una vez 
obtenidas las cenizas y enfriadas a temperatura ambiente, se estudió la capacidad 
adsorbente de este material utilizando BAC como analito representativo. Para 
ello, se añadieron 800 µL de una disolución patrón de BAC a un tubo epperdorf 
conteniendo 10 mg de cenizas de café. Seguidamente se dispersaron las cenizas 
agitando durante 10 s en un vórtex. Una vez las cenizas se habían depositado en 
el fondo, el sobrenadante se filtró con un filtro de jeringa de nylon de 0.22 µm de 
tamaño de poro y se registró su espectro UV-vis.  
En la Figura 85, se muestra el espectro de absorción obtenido para una 
disolución patrón de BAC de concentración 200 µg mL-1 y para la misma disolución 
recogida al tratarla con cenizas. Como se puede observar, la señal disminuye 
significativamente cuando se añaden las cenizas, lo que indica que éstas adsorben 
una buena parte del BAC presente en la muestra. Se estimó por comparación de 
ambas señales a 270 nm, que aproximadamente el 50 % del BAC quedaba 
retenido en las cenizas. En la Figura 85, también se muestra el espectro obtenido 
para un blanco (800 µL de agua nanopura) tratado con cenizas. Los resultados 
obtenidos indican que con este procedimiento las cenizas no interfieren, y por 
tanto la señal a 270 nm únicamente depende de la concentración de analito. 
 
Figura 85. Espectros de absorción UV para una disolución patrón de 200 mg L-1 de BAC 















Las cenizas inorgánicas contienen carbonatos y óxidos metálicos como 
Ca2CO3, Fe2O3, SiO2, TiO2, Al2O3, CaO, MgO, P2O5, cuya proporción varía según el 
producto de partida (Luo et al., 2017). Cuando son tratadas con agua, el pH es 
básico debido a la gran cantidad de carbonatos presentes lo que producirá la 
hidrólisis de parte de los óxidos convirtiendo parte de las cenizas en partículas 
cargadas negativamente, las cuales interaccionan fuertemente con las cargas 
positivas del BAC. Esto explicaría que el tensioactivo quede retenido sobre la 
superficie de las partículas metálicas (Luo et al., 2017; Wang et al., 2016). Se han 
elegido cenizas de café cuyo contenido en Fe y Al no son elevados para favorecer 
la negatividad de las cenizas. 
En primer lugar se planteó la posibilidad de empaquetar el material sorbente 
en cartuchos de SPE. Esta opción se descartó debido a la elevada presión que 
había que ejercer para hacer fluir la muestra. Como alternativa se optó por 
compactar la ceniza dentro de una jeringa, concretamente, en la parte que 
conecta la aguja con la jeringa desechable, utilizando una pequeña cantidad de 
algodón a modo de frita para evitar la pérdida de las cenizas (Sección 3.3.3). Se 
utilizó una cantidad muy pequeña de algodón a fin de miniaturizar el dispositivo.  
Seguidamente, se optimizaron el volumen de muestra y la cantidad de 
cenizas utilizadas para la extracción. En la Sección 3.3.3 se describe 
detalladamente la preparación de dicho dispositivo y el procedimiento seguido 
para la extracción del BAC, indicando las condiciones óptimas. Se seleccionó 250 
µL de metanol como el volumen óptimo de extractante, puesto que era la 
cantidad mínima para poder medir la absorbancia, además de conseguir una 
mayor preconcentración. También se verificó que con 250 µL de metanol se 
extraía el analito prácticamente de forma cuantitativa. 
Para optimizar la cantidad de cenizas se comparó la señal analítica obtenida 
al extraer una disolución de BAC de concentración 5 µg mL-1, empleando 10 mg y 
20 mg de cenizas. Como se puede observar en la Figura 86A, al utilizar 20 mg de 
cenizas no se pudo distinguir la señal del analito de la del fondo (cenizas). Ello es 
debido a que con el metanol se extrajeron componentes de las cenizas que 
interfieren. Cuando se utilizaron 10 mg de sorbente la cantidad de estos 
interferentes era menor, no perturbando en la medida. Se tomó 10 mg como la 















Figura 86. A) Espectros de absorción obtenidos al tratar una disolución de BAC de 
concentración 5 mg L-1 con 10 mg (azul) y 20 mg (amarillo) de cenizas; B) Influencia en la 
absorbancia del volumen de disolución de BAC (200 mg L-1) procesado por el dispositivo 
MEPS propuesto,( n=3). 
. 
Para la optimización del volumen de muestra se procesaron diferentes 
volúmenes de una disolución de BAC de concentración 200 µg mL-1. En la Figura 
86B, se representa la señal obtenida a 270 nm frente al volumen de muestra 
procesado. Como se puede observar, la señal analítica se incrementó a medida 
que aumentaba el volumen de muestra. No obstante, se seleccionó 10 mL como el 
volumen de muestra óptimo como compromiso entre la sensibilidad y el tiempo 
necesario para procesar la muestra. 
Finalmente, el dispositivo de extracción desarrollado se aplicó al control de 
formulaciones industriales de detergentes que contienen BAC en su composición. 
Concretamente, se seleccionó el producto QUACIDE MC7, cuya composición de 
BAC se sitúa en el rango de 0.5 a 5 %, según el fabricante. En la Figura 87, se 
muestra el espectro de absorción obtenido para una dilución al 0.5 % del 
detergente (5 mg L-1) y para la misma muestra procesada por el sistema MEPS 
propuesto. Como se puede observar, al aplicar el procedimiento de extracción la 
señal se incrementa aproximadamente 4 veces, permitiendo la determinación de 
BAC en la muestra. El LOD estimado para este compuesto fue 2.5 mg L-1. Este 
valor es suficientemente elevado, teniendo en cuenta que permite la 
determinación directa del tensioactivo sin necesidad de derivatizarlo. Por tanto, 
se puede afirmar que el procedimiento de extracción propuesto es útil para el 















Figura 87. Espectro de absorción UV obtenido para una muestra de detergente (azul) y 
para la misma muestra procesada por el sistema MEPS propuesto (amarillo). 
 
Simplificación del procedimiento de determinación de hierro en cenizas 
Los parámetros obtenidos con el procedimiento propuesto y el método de 
referencia se muestran en la Tabla 87. El intervalo lineal para ambos métodos se 
estableció entre 0 y 4.6 mg L-1 de hierro, y el LOD se estimó en 0.02-0.03 mg L-1. Se 
aplicó un test estadístico de comparación de rectas (Andrade-Garda et al., 2013). 
Los resultados obtenidos indican que ambas rectas son idénticas (poseen la 
misma pendiente y ordenada en el origen).  
Tabla 57. Parámetros analíticos para los dos métodos comparados. 
Método 
Recta calibrado ( y = a + bx)1 Sxy 
a ± sa b ± sb R2  
Valoración NaAc (3.0 ±1.1 ) 10-3 0.1969 ± 0.0004  0.999986 0.0019 
Ajuste pH con 2-nitrofenol (4.4 ± 0.7) 10-3 0.1963 ± 0.0002 0.999994 0.0012 
1 Establecido con 8 concentraciones en el intervalo de 0 a 4.6 mg L-1 de hierro. 
 
En la Tabla 57, se muestran el contenido de hierro obtenido al analizar 4 
muestras de cenizas con el método de la volumetría con acetato y el método que 
emplea 2-nitrofenol para ajustar el pH. Como se puede observar, el contenido en 
hierro obtenido por ambos procedimientos es similar para la misma muestra, 
después de aplicar el test t de comparación de valores. Por tanto se puede afirmar 
que los resultados obtenidos mediante ambos procedimientos son 















Tabla 58. Resultados obtenidos al aplicar el procedimiento de valoración con tampón 
acetato de la suspension de las cenizas en agua y el método propuesto de ajuste in-situ del 
pH.  
Cenizas 
Concentración de Fe (mg Kg-1)1 
Valoración con acetato Ajuste in-situ del pH con 2-nitrofenol 
Copos de Maíz 68.8 ± 0.4 68.5 ± 0.4 
Café 57.4 ± 1.6 58 ± 2 
Cacao en polvo 140.3 ± 1.1 139.7 ± 1.0 
Paté 45.1 ± 1.8 44.9 ± 1.3 
1Valores representados como media ± desviación estándar (n = 3). 
El contenido de hierro obtenido para la muestra de copos de maíz es 
estadísticamente equivalente (P = 0.95) al valor indicado por el fabricante (70 mg 
Kg-1). Sin embargo, para el cacao en polvo se obtuvo un resultado 
estadísticamente inferior (P = 0.95) al declarado por el fabricante (147 mg Kg-1). La 
concentración de hierro encontrada para la muestra de café está de acuerdo con 
los resultados reportados por otros autores. Por ejemplo, Pohl et al. (2013) 
analizaron diferentes variedades de café obteniendo un contenido de hierro que 
oscilaba en el rango de 12.0 a 617.0 mg Kg-1. Finalmente, el contenido de hierro 
encontrado en el paté de hígado de cerdo es consistente con los valores 
reportados por USDA National Nutrient Database for Standard Reference, (2011). 
 
La repetitividad obtenida fue satisfactoria de acuerdo con los estándares de 
calidad definidos para ese nivel de concentraciones. Por ejemplo, la legislación 
europea (R (CE) n○ 152/2009 de la Comisión, de 27 de enero de 2009) establece 
que para el análisis de muestras alimentarias la diferencia entre los resultados 
obtenidos para dos determinaciones realizadas simultáneamente a la misma 
muestra y con el mismo procedimiento no debe ser superior a 5 mg Kg-1, en valor 
absoluto, para contenidos de analito inferiores a 50 mg Kg-1. Para concentraciones 
de hierro entre 50 y 100 mg Kg-1 se permite una variación del 10 %, mientras que 
para concentraciones de 100 mg Kg-1 a 200 mg Kg-1 se permite una diferencia de 















La máxima diferencia entre los resultados obtenidos para dos réplicas 
analizadas con el procedimiento basado en el ajuste in-situ del pH fue 0.8 mg Kg-1 
para los copos de maíz, 4.1 mg Kg-1 para la muestra de café, 2.0 mg Kg-1 para el 
cacao en polvo, y 2.3 mg Kg-1 para el paté de hígado de cerdo. Estos valores son 
muy inferiores a los máximos permitidos por la normativa europea, ya que en el 
peor de los casos la diferencia es un 68 % menor que el límite legislado. Por tanto, 
se puede afirmar que la repetitividad obtenida con este procedimiento cumple 
con la legislación. 
Por otro lado, las diferencias máximas obtenidas entre dos réplicas aplicando 
el método basado en la volumetría previa con acetato de sodio fue 0.8 mg Kg-1 
para los copos de maíz, 3.2 mg Kg-1 para la muestra de café, 2.2 mg Kg-1 para el 
cacao en polvo y 3.2 mg Kg-1para la muestra de pate de hígado de cerdo. Para este 
procedimiento la diferencia entre dos réplicas fue, en el peor de los casos, un 64 
% menor que la diferencia máxima permitida por la legislación. Por tanto, se 
puede concluir que el procedimiento que hace uso de la volumetría también 
proporciona una satisfactoria repetitividad. 
Se evaluó la recuperación empleando el método que hace uso del 2-
nitrofenol para ajustar el pH in-situ. La cantidad de hierro añadido, los valores 
encontrados y la recuperación obtenida (n = 2) se muestran en la Tabla 59. Como 
se puede observar, independientemente de la muestra, todos los valores de 
recuperación están próximos al 100 %. La media total de las recuperaciones fue 
(101 ± 5) %; este valor es comparable a los valores obtenidos con otros 
procedimientos propuestos para la determinación de hierro en matrices similares 
(Tee et al., 1989). 
Tabla 59. Recuperaciones obtenidas aplicando el procedimiento de ajuste del pH in-situ 
con 2-nitrofenol. Se muestran los valores para cada una de las 2 réplicas. 
Cenizas Fe añadido (µg) Fe encontrado (µg) Recuperación (%) 
Copos de Maíz 232 225, 254 97, 109 
Café 232 229, 237 98, 102 
Cacao soluble 232 234, 247 101, 106 
Paté 232 231, 223 100, 96 
  Media global 101 ± 51 














Después de realizar las medidas de absorbancia se midió el pH de las 
disoluciones de muestra con el fin de comparar los resultados con los obtenidos 
mediante el método volumétrico. Cuando se utilizó el indicador ácido base para 
ajustar el pH, el valor de pH medio obtenido fue (3.47 ± 0.07). Por otro lado, el pH 
medio calculado fue de (3.83 ± 0.35) al utilizar la volumetría con acetato de sodio.  
Esto resultados indican que el uso combinado de 2-nitrofenol para ajustar el 
pH a 4.0 - 4.5 y tampón ácido cítrico/citrato es la mejor opción, ya que presenta 
una alta capacidad amortiguadora a pH = 3.5 (pKa1 = 3.13; pKa2 = 4.76; pKa3 = 6.4 
(Budavari, 1989)) respecto a la capacidad amortiguadora del tampón ácido 
acético/acetato (pKa1 = 4.74 (Budavari 1989)). Por todo ello, se puede concluir 
que el método propuesto es una buena alternativa para ajustar el pH. 
Finalmente, se estudió si la matriz interfería en la determinación del 
contenido de hierro. Para ello, se aplicó el método de adición estándar en las 
cuatro muestras utilizadas a lo largo de todo el estudio (Tabla 60). 
Tabla 60. Parámetros de las rectas del método de adición estándar (n = 6, cantidad de 
hierro encontrada en cada muestra. 
Cenizas a ± sa b ± Sb R2 Fe (mg Kg-1)1 
Copos de maíz 0.2794 ± 0.0014 0.1944 ± 0.0009 0.99996 69.5 ± 0.8 
Café 0.22133 ± 0.0012 0.1970 ± 0.0006 0.99998 57.4 ± 0.7 
Cacao soluble 0.558 ± 0.002 0.1968 ± 0.0014 0.99990 141.8 ± 1.8 
Paté 0.1878 ± 0.0015 0.1980 ± 0.0007 0.99997 45.8 ± 0.7 
1expresado como media ± desviación estándar 
Para una confianza del 95 % las pendientes de las rectas de calibrado y las 
rectas de adicción estándar eran equivalentes. Además, las concentraciones de 
hierro establecidas en las muestras por el método de adición de patrón (Tabla 60) 
fueron estadísticamente equivalentes a las cuantificadas empleando la calibración 
externa (Tabla 58) para un nivel de significación del 95 %. Por todo ello, se 


















En este apartado se ha desarrollado un procedimiento basado en MEPS para 
la extracción y la preconcentración de BAC. El dispositivo desarrollado utiliza 
cenizas de café como sorbente. Los resultados obtenidos indican que se trata de 
un procedimiento adecuado para la extracción de este QAC de disoluciones 
acuosas. La sensibilidad obtenida es adecuada (LOD = 2.5 µg mL-1) teniendo en 
cuenta que la determinación se realizó directamente sin derivatización. Los 
resultados obtenidos ponen de manifiesto que el uso de cenizas como sorbente, 
además de ser una opción sostenible, es una buena alternativa a los sorbentes 
tradicionales, para la extracción de analitos con carga positiva. 
Por otro lado, se ha demostrado que el uso del indicador ácido-base 2-
nitrofenol para ajustar el pH en la determinación de hierro en cenizas con o-
fenantrolina es una alternativa simple y rápida al procedimiento de referencia, ya 
que se elimina la valoración previa con acetato de sodio. El método propuesto 
permite un mejor ajuste del pH de la disolución de medida. La exactitud y la 
repetitividad obtenidas con el procedimiento propuesto son comparables con las 





















The present thesis has been intended to establish new analitycal 
methodologies for miniaturizing and simplifiying analytical processes following 
the current trends of Green Analytical Chemistry. More specifically, it has been 
devoted to the development of new approaches for microextraction, mainly in-
tube solid-phase microextraction (IT-SPME), that can be used for both on-line 
coupled to miniaturized liquid chromatograpic systems, such as capillary liquid 
chromatography (CapLC) and nanoliquid chromatography (NanoLC), and off-line 
before measurement, as well as for microextraction in packed syringe (MEPS). As 
regards miniaturized LC, different materials have been synthetized and explored 
as sorbents for IT-SPME, including materials compatible with diferent  separation 
modalities such as reversed and hydrophilic interaction liquid chromatography 
(HILIC). Additionally, different configurations have been explored to facilitate the 
implementation of IT-SPME-NanoLC. In some cases the microextraction 
techniques have been used in combination with spectometric analysis. The final 
goal has been to develop simplified methodologies that can be used with a 
minimum sample treatment (including in-situ or non-invasive procedures) while 
maintaining high levels of sensitivity and accuracy, and better sustainability. The 
proposed methodologies have been applied to different compounds of interest in 
the analysis of environmental samples such as water, soil and plants, as well as to 
wastes generated by wastewater treatment plants or by the industry.  
























Different extractive phases for IT-SPME coupled on-line to CapLC have been 
explored. Firstly, commercially available columns of polydimethylsiloxane (PDMS) 
containing 5, 20, 35 and 50 % of polydiphenyl groups (TRB-5, TRB-20, TRB-35 and 
TRB-50, respectively) have been tested for the extraction of the biocides diuron 
and irgarol®-1051 in water samples using diode array detection (DAD). The 
proposed method provides satisfactory analytical performance; the sensitivity 
attainable is suitable to assess water quality according to the European legislation 
for these compounds. The method has been applied to the analysis of water 
samples collected at different harbours of the Comunitat Valenciana region 
(Spain). Furthermore, the carbon finger print (CFP) of the method has been 
estimated and compared with those of other methods proposed for these 
compounds, being the proposed assay more ecofriendly. 
A method for the analysis of triazinic herbicides and their degradation 
products have been developed using IT-SPME-CapLC(DAD). For the extraction, 
commercial available TRB-5 columns have been used. The effect of the 
modification of the extractive coating with carboxilated carbon nanotubes (c-
CNTs), both single wall (c-SWCNTs) and multiwall (c-MWCNTs), on the extraction 
efficiency has been evaluated. Best results for a majority of the analytes were 
achieved with the unmodified TRB-5 column, which was selected for the analysis. 
The analytical performance of the method was adequate for monitoring the 
target compounds in environmental waters, according to the concentration limits 
established by European legislation for these kind of samples.  
A PDMS based column coating with a higher percentage of diphenyl (TRB-35, 
35 %) has been functionalized with c-SWCNTs y c-MWCNTs. The synthetized 
phases have been tested for the extraction of different heterocyclic nitrogen 
compounds and polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs), and the results have 
been compared with those obtained with TRB-5 coatings unmodified and 
functionalized with c-CNTs. Best results for the PAHs and some triazines have 
been obtained with the c-SWCNTs-TRB-5, whereas the c-MWCNTs-TRB-35 has 














Additionally, a new polymer of tetraethyl orthosilicate (TEOS) an 
trimethoxyethylsilane (MTEOS) has been syntetised and used as a coating of silica 
capillaries which have been subsequently used for IT-SPME-CapLC-DAD. The 
results have been compared with those obtained with the same polymer doped 
with SiO2 NPs, as well as with different commercial columns coated with PDMS 
and FFAP phases. The sorbents have been used for the extraction of different kind 
of pesticides in water and soil samples. Best results were obtained with the SiO2 
NPs reinforced TEOS-MTEOS polymers, because the NPs increase the active 
surface area and allow other interactions (dipole-dipole, hydrogen bonding..) with 
the analyes complementary to the hydrophobic interactions that are predominant 
with the TEOS-MTEOS.  
Finally, a TEOS-MTEOS phase has been reinforrced with TiO2 NPs and the 
results have been compared with those obtained with the TEOS-MTEOS-SiO2 NPs 
extractive phase, as well with some commercial phases such as TRB, FFAP and PS-
DVB. In this case the targets were some aromatic compounds with different 
number of aromatic rings in their chemical structure and, thus, covering a wide 
range of polarities. For the most polar compound saccharine TEOS-MTEOS 
modified with NPs provides the highest extraction efficiency due to the additional 
electrostatic interaction that can be established between the NPs and the analyte. 
For naphthalene and fluoranthene a PS-DVB phase leads to best results as π-π 
interactions are predominant. This phase has been used for the analysis of PAHs 
in environmental waters and soil by IT-SPEM-CapLC-FD.  
 
IT-SPME-nanoLC  
Different PDMS based columns (both unmodified or reinforced with CNTs and 
SiO2 NPs) of dimensions appropriate to be coupled on-line to NanoLC been used 
for the extraction of some triazines and their degradation products. The results 
have been compared with those obtained for similar extractive columns in IT-
SPME-CapLC. Although the presence of CNTs has similar effect of the extraction 
efficiency in both systems with respect to the unmodified coatings, the responses 
were higher in the NanoLC system. Best results were obtained with a coating 
reinforced SiO2 NPs. This phase has been then selected for the analysis of triazines 
with satisfactory analytical performance, and applied to the analysis of triazines in 














A polymeric phase of TEOS-MTEOS doped with TiO2 NPs has been synthetized 
and used for the extraction of some organophosphorus and phenylurea herbicides 
by IT-SPME-NanoLC-DAD. The results have been compared with those obtained 
with a SiO2 NPs reinforced TEOS-MTEOS phase. The TiO2 modified phase provided 
the best results for a majority of the target compounds, although the phase 
doped with SiO2 NPs is more effective for retaining compounds with nitro groups 
such as fenitrothion and bifenox. 
In a further study, TEOS-MTEOS has been doped with several types of NPs 
(Ag, Au, SiO2, Al2O3, ZrO2, TiO2, CuO, ZnO and Fe2O3) and tested for phenylura 
herbicides of different polarity. Although Ag and SiO2 NPs reinforced phases 
enhance considerably the extraction of some of the analytes, best results have 
been obtained with the CuO NPs for the most polar herbicides, whereas the TiO2 
NPs doped phase provides the best extraction efficiency for the less polar 
compounds. The effect of combining different kinds of NPs within the same 
coating or coupling in series two capillaries with CuO NPs and TiO2 NPs, 
respectively, has been also tested. The later approach is superior as it increases 
the analytical signals by factors up to 30, making possible the detection of most 
analytes in environmental waters at sub µg L-1 levels. 
Taking adavantage of the high extraction efficiency attainable for polar 
compounds, a IT-SPME-NanoLC-DAD system with two capillaries coupled in series 
has been used to study the degradation of tribenuron-methyl (TBM) both under 
hydrolitic conditions and fotoinduced; the study has been extended to the main 
degradation products of the herbicide. Due to the minimum sample manipulation 
involved,  the proposed methodol avoids underestimated results derived from the 
degradation of TBM during the sample treatment. The proposed protocol has 
been applied to establish the degradation rate of this herbicide in different 
environmental samples 
The importance of minimizing sample treatments has been also illustrated 
throught the development of a non-invasive procedure for the determination of 
chlorophille a in plants. The procedure only entails the direct measurement of the 
reflectance diffuse on leaves and the subsequent tretament of the spectra by he 
HPCIM method. The proposed approach has been applied to evaluate chlorophyll 
a in leaves of plants exposed to different herbicides. The results shown that the 
method is advantageous over a previously reported (invasive) method that has 














Because of its potential for the extraction of highly polar compounds, a TEOS-
MTEOS phase doped with CuO NPs has been explored for IT-SPME-NanoLC-DAD 
under HILIC conditions, as this modality is better suited for the separation of polar 
analyes. The experimental conditions have been optimized for the separation of 
the amino acids tyrosine and tryptophan, being the analytical performance 
comparable to that reported by other methods that involve chemical 
derivatization. The method has been applied to the determination of ovalbumin 
(after hydrolysis) in waste water generated by a food industry. 
A new polymer of 4-vinylphenylboronic acid and divinylbenzene containing 
the boronate moiety has been synthetised and tested for the extraction of highly 
polar compounds. This phase has been used in IT-SPME coupled to NanoLC for the 
analysis of pesticides of different chemical families in order to evaluate the 
interaction mechanisms involved in the extraction. It has been found that the 
extraction is mainly the result of the combination of π-π, hydrogen bounding and 
Lewis acid-base interactions. The extraction efficiencies obtained by using the 
new monolithic phase are between 4 and 18 times higher than those attained 
with a TEOS-MTEOS-TiO2 phase.  
 
Off-line IT-SPME and MEPS 
Different off-line approaches have been tested for the microextraction of 
some quaternary ammonium compounds (QACs).   
First, a colorimetric procedure has been validated for the determination of 
QACs that uses cotton swabs to integrate sampling, derivatization and 
measurement. The proposed approach allows the determination of the total 
content of QACs in water samples at mg L-1 concentration levels. The procedure 
can also be applied in-situ for a semiquantitative analysis, or to detect traces of 
QACs on surfaces. The method has been applied to the analysis of QACs in waste 
waters generated by a dairy industry in the course of a cleaning process.  
An off-line IT-SPME protocol has been developed to increase the sensitivity in 
those cases where the direct measurement is nor suitable. This has been the 
option selected for the analysis of benzalkonium chloride (BAK), being the limit of 
detection one order the magnitude lower than that attainable thought the direct 














The employment of wastes as sorbents has been explored for the 
microextraction of polar compounds such as QACs. In this case, coffee ashes have 
been used for the extraction of BAK from aqueous matrices. A new device has 
been developed that allows the direct detection of BAK under a MEPS format. The 
sensitivity reached is suitable for the analysis of this surfactant in industrial 
products. Additionally, for a better characterization of the ashes, a simplification 
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2-OH-TBA  2-Hidroxi-terbutilazina 
AIBN  Azobisisobutironitrilo 
APTES  3-(Aminopropil)trimetoxi silano 
AQC  Carbamato de 6-aminoquinolil-N-hidroxisuccinimidil 
AU   Unidades de absorbancia 
BAC  Cloruro de benzalcónio 
BAS-Cl  Cloruro de 4-N,N-dimetilamoniobenceno-4’sulfonil 
CapLC  Cromatografía de líquidos capilar 
CAS  Cromoazurol S 
c-CNTS  Nanotubos de carbono carboxilados 
CFP  Huella de carbono 
CNTs  Nanotubos de carbono 
d.i.   Diámetro interno 
DAD  Detector de fila de diodos 
DDAC  Didecildimetilamonio 
DEP  Dietilftalato 
DES-TBA  Desetil-terbutilazina 
DHEP  Dietilhexilftalato 
DLLE   Microextracción líquido-líquido 
DOAC  Dioctildimetilamonio 
DQO  Demanda química de oxígeno 
DVB  Divinilbenceno 
FD   Detector de fluorescencia 
FFAP  Polietilenglicol modificado con ácido nitrotereftálico 
FID   Detector de ionización en llama 
GC   Cromatografía de gases 
HF-LPME  Microextracción líquida sobre fibra hueca 
HILIC  Cromatografía de líquidos de interacción hidrofílica 
HPCIM  Métod del punto H 
HS-SPME  Microextracción en fase sólida en espacio de cabeza 
ILs   Líquidos iónicos 
IPs   Índice de preconcentración 
IT-SPME  Micorextracción en fase sólida en tubo 
LC   Cromatografía líquida 
LLSME  Microextracción líquido-líquido-sólido 
LOD  Límite de detección 
LOQ  Límite de cuantificación 
m/v  Masa/volumen 














MASB  Metil-2-(aminosulfonil) benzoato 
MEPS  Microextracción en fase sólida en jeringa 
MIPs  Polímero de impronta molecular 
MOFs  Compuestos metal-orgánico estructurados 
MS   Detector de espectrometría de masas 
MTEOS  Trimetoxietilsilano 
MWCNTs   Nanotubos de carbono de pared múltiple 
NanoLC  Nanocromatografía de líquidos 
NDVI  Índice diferencial de vegetación normalizado 
NPs  Nanopartículas 
PAHs  Hidrocarburos aromáticos policíclicos 
PDMS  Polidimetilsiloxano 
PEEK  Polieteretercetona 
PEG  Polietilenglicol 
PET  Tereftalato de polietileno 
PS-DVB  Poliestireno divinilbenceno 
QACs  Compuestos de amonio cuaternario 
QAV  Química analítica verde 
RAM  Material de acceso restringido 
RSD  Desviación estándar relativa 
SAC  Sacarina 
SBSE  Extracción sobre barra agitadora 
SEM   Microscopio electrónico de barrido 
SPE  Extracción en fase sólida 
SPME  Microextracción en jeringa 
SPMTE  Microextracción en fase sólida sobre membrana 
SWCNTs  Nanotubos de carbono de pared simple 
TBM  Tribenurón-metil 
TEOS  Tetraetilortosilicato 
tr   Tiempo de retención 
TRB-5  Polidimetilsiloxano modificado con 5 % de grupos fenilo 
TRB-20  Polidimetilsiloxano modificado con 20 % de grupos fenilo 
TRB-35  Polidimetilsiloxano modificado con 35 % de grupos fenilo 
TRB-50  Polidimetilsiloxano modificado con 50 % de grupos fenilo 
TRZ  2-Metoxy-4-metilamino-6-metil-1,3,5-triazina 
ua   Unidades arbritarias 
UE   Unión Europea 
UHPLC  Cromatografía de líquidos de ultra alta presión 
UV-vis  Ultravioleta-visible 
v/v   Volumen/volumen 
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